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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
Ap ampicilin 
bp bazni par 
BRP bakteriocin sprostitveni protein (ang. » Bacteriocin Release Protein«) 
ColE7a oznaka, ki označuje aktivni gen za sintezo kolicina E7 
dH2O destilirana voda 
DNA deoksiriboukleinska kislina (ang. »Deoxyribonucleic Acid) 
E. coli bakterija Escherichia coli 
EDTA etilendiaminotetra ocetna kislina 
EPS ekstracelularni polisaharidni matriks (ang. »Ekstracellular Polymeric 
Substances«) 
EtBr etidijev bromid 








LB gojišče Luria-Bertani 
min minut 
mRNA informacijska RNA (ang. »messenger RNA«) 
OD600 optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
P. aeruginosa bakterija Pseudomonas aeruginosa 
PBS fosfatni pufer (ang. »Phosphate Saline Buffer«) 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
QS sistem za zaznavanje celične gostote (ang. »Quorum Sensing«) 
RNA ribonukleinska kislina (ang. »Ribonucleic Acid«) 
RNaza encim, ki cepi molekule RNA 
SCV male kolonije bakterije P. aeruginosa (ang. Small Colony Variants) 
SDS natrijev dodecilsulfat 
sev EcN bakterija Escherichia coli Nissle 1917 
SOB super optimalno gojišče (ang. »Super Optimal Broth)« 
SOC gojišče SOB z dodano glukozo 
TBE tris-boratni elektroforezni pufer 
Tc tetraciklin 
UV ultravijolična svetloba 
vrt vrtljaji 
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1 UVOD 
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) je ubikvitaren, aeroben, po Gramu negativen, 
nefermentativen bacil. Pri ljudeh velja za oportunističnega patogena, ki povzroča širok 
razpon okužb od okužbe dihal in urinarnega trakta ter sepse, do okužbe ran in opeklin. Pri 
osebah z oslabljeno imunostjo te bakterije pogosteje povzročajo okužbe. P. aeruginosa ima 
izjemno sposobnost prilagajanja okoljskim razmeram. Je nezahteven glede pogojev rasti, 
kar mu skupaj z odpornostjo proti fizikalnim in kemičnim dejavnikom omogoča veliko 
sposobnost preživetja. Velik problem pri zdravljenju okužb, ki jih povzroča bakterija P. 
aeruginosa, je njena odpornost proti antibiotikom, zato se iščejo alternativne možnosti 
zdravljenja. V zadnjem času se vzpostavlja možnost zdravljenja s pomočjo, na konjugaciji 
temelječih, protimikrobnih dejavnikov. Konjugacija je prenos DNA ob neposrednem stiku 
dveh bakterijskih celic, donorske in recipientske celice. Donorska celica ima plazmid, ki 
ima zapis z vso informacijo, potrebno za konjugacijo, t. i. konjugativen plazmid, ki ga 
recipientska celica v procesu konjugacije sprejme. Pri, na konjugaciji temelječih 
protimikrobnih dejavnikih, se uporablja donorski sev s konjugativnim plazmidom, ki ima 
zapis za nek toksičen produkt. Recipientska celica s konjugacijo tako sprejme zapis za ta 
toksičen produkt, ga prepiše v mRNA in prevede v toksičen protein, ki povzroči propad 
recipientske celice. Za bakterijo P. aeruginosa smo želeli pripraviti, na konjugaciji 
temelječ, protimikrobni dejavnik. 
 
1.1 NAMEN DELA 
Cilj magistrske naloge je bil pripraviti, na konjugaciji temelječ, protimikrobni dejavnik. 
Kot osnovo, na konjugaciji temelječega, protimikrobnega dejavnika smo uporabili 
konjugativen plazmid širokega spektra, plazmid RK2, ki se lahko iz bakterije Escherichia 
coli (E. coli) prenese v P. aeruginosa. Temu plazmidu smo želeli, kot selekcijski 
označevalec, dodati gen za odpornost proti gentamicinu in gen z zapisom za sintezo 
toksina – bakteriocina kolicina E7. Nadaljnji cilj te naloge je bila ocena frekvence 
konjugacije konstruiranega plazmida iz različnih sevov E. coli v P. aeruginosa sev L-995. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Z izbranimi metodami bo možno pripraviti na osnovi plazmida RK2 delujoč, na 
konjugaciji temelječ, protimikrobni dejavnik, ga transformirati v E. coli ter s 
konjugacijo prenesti v bakterijo P. aeruginosa. 
 V recipientski celici P. aeruginosa bo prišlo do izražanja gena za sintezo toksina – 
bakteriocina kolicina E7, ki bo deloval protimikrobno na recipienta P. aeruginosa, 
kar bomo lahko opazili kot znižanje frekvence konjugacije.  
 Vnos selekcijskega označevalca ne bo vplival na frekvenco konjugacije. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJA Pseudomonas aeruginosa 
Bakterija P. aeruginosa je ubikvitarna, aerobna, po Gramu negativna, nefermentativna 
paličasta bakterija, ki jo najdemo v različnih biotskih in abiotskih habitatih, vključno s 
tlemi, vodo, žuželkami, rastlinami in živalmi. Posebej problematična je kolonizacija v 
bolnišničnem okolju, na medicinskih respiratorjih, katetrih in napravah za dializo. Velja za 
pogostega povzročitelja bolnišničnih okužb (Mesqita in sod., 2013). Bakterijo je prvič 
opisal Luke, leta 1862, ko je opazil paličaste bakterije v modro-zelenem gnoju ljudi z 
okužbami (Al-Wrafty in sod., 2016). Modro-zelena barva je rezultat v vodi topnega 
pigmenta piocianina, ki ga izloča P. aeruginosa. Piocianin ni toksičen za živali in človeka, 
a lahko inhibira rast nekaterih drugih bakterij in s tem omogoča boljšo kolonizacijo 
habitata (Iglewski, 1996). Bakterijo P. aeruginosa identificiramo po morfologiji kolonij in 
z biokemičnimi testi. Kolonije so ploščate, neravne, gojišče obarvajo modro-zeleno. 
Značilen je meden vonj (Levinson, 2006). Je nezahteven glede pogojev rasti, kar mu 
skupaj z odpornostjo proti fizikalnim in kemičnim dejavnikom omogoča veliko sposobnost 
preživetja (Golle in sod., 2006). Zaradi velikih genskih zmožnosti, je sposobna prilagajanja 
na okoljske razmere (Winstanley in sod., 2016). 
 
Velja za oportunističnega patogena, ki povzroča širok spekter akutnih in kroničnih okužb, 
kot so pljučnica, meningitis, absces, okužbe kože in mehkih tkiv (vključno z diabetično 
nogo), okužbe sečil, kosti in sklepov, roženice in različne sistemske bolezni zaradi 
imunske oslabelosti bolnikov kot posledica kemoterapije, diabetesa, aidsa in cistične 
fibroze. P. aeruginosa ni del normalne človeške mikrobiote, vendar se lahko pojavi v 
zgornjih dihalih ali koži bolnišničnih bolnikov (Al-Wrafty in sod., 2016). Je povzročitelj 
10 % vseh bolnišničnih okužb in običajno je zdravljenje le-teh zahtevno, zaradi pogoste 
rezistence proti več antibiotikom hkrati (Rasamiravaka in sod., 2015).  
 
2.1.1 Virulentni dejavniki 
 
Virulentni dejavniki, kot so flageli, fimbrije, proteini sekrecijskega sistema, eksotoksini, 
lektini, »quorum sensing« in tvorba biofilma, so glavni dejavniki, ki odločajo o resnosti 
okužbe in razvoju rezistence proti antibiotikom (Gellatly in Hancock, 2013). Fimbrije, 
flageli, lektini in lipopolisaharidi so pomembni pri začetni kolonizaciji bakterije, saj 
pomagajo pri vezavi na epitelijske celice (Balasubramanian in sod., 2013). Znano je, da 
bakterija lahko sintetizira ektracelularno kapsido, sestavljeno iz alginata. Kapsida deluje 
kot adhezin in obenem ščiti bakterijo pred fagocitozo in protitelesi. Izločanje alginata je 
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Po kolonizaciji prične bakterija s sekrecijo različnih toksinov in encimov, ki poškodujejo 
okoliško tkivo gostitelja (Lyczak in sod., 2000). P. aeruginosa ima pet tipov sekrecijskih 
sistemov, med katerimi je najpomembnejši sekrecijski sistem tipa III, ki je odgovoren za 
vnos vsaj štirih eksotoksinov v evkariontske celice; eksotoksina S (ExoS), eksotoksina T 
(ExoT), eksotoksina U (ExoU) in eksotoksina Y (ExoY) (Kipnis in sod., 2006). Sekrecija 
različnih toksinov je specifična lastnost posameznih izolatov (Engel in Balachandran, 
2009). Izločanje sideroforjev, piocianina in pioverdina omogoči bakteriji kolonizacijo tudi 
v habitatih z nizko dostopnostjo železa (Al-Wrafty in sod., 2016). Pioverdin lahko regulira 
sekrecijo ostalih virulentnih dejavnikov (Kipnis in sod., 2006). Sekrecijski sistem II je 
odgovoren za izločanje proteaz, hidrolitičnih encimov, kot so psevdolizin, elestazi LasA in 
LasB, proteaze IV, fosfolipaze H in eksotoksin. Proteaze poškodujejo epitelij in omogočajo 
bakteriji učinkovitejšo kolonizacijo. Elastazi LasA in LasB razgradita vezivno tkivo, ki je 
glavna komponenta mnogih organskih sistemov in s tem uničita mehansko bariero 
gostitelja. Proteaza IV ščiti bakterijo s tem, ko uničuje gostiteljeve proteine, vključno s 
fibrinogenom, elastinom in komponentami imunskega sistema (Mesqita in sod., 2013).  
 
Poleg toksinov in encimov ima bakterija tudi druge značilnosti, ki so neposredno povezane 
z njeno virulenco. To sta sistem za zaznavanje celične gostote (ang. Quorum Sensing - QS) 
in oblikovanje biofilma. Sistem QS bakterija uporablja za zaznavanje ekstracelularnih 
signalnih molekul, ki inducirajo prepisovanje specifičnih genov. Posledično je ekspresija 
specifičnih genov inducirana oziroma zavrta glede na populacijsko gostoto, obnašanje 
celotne populacije pa s tem sinhronizirano. Signalne molekule QS kontrolirajo produkcijo 
virulentnih dejavnikov kot tudi tvorbo biofilma (Mesqita in sod., 2013).  
 
Tvorba biofilma je pomembna sposobnost, ki bakteriji omogoči dolgotrajno kolonizacijo 
habitatov, kot so cevi in pipe. V biofilmu so bakterije veliko bolj odporne proti zunanjim 
dejavnikom in dezinfekcijskim sredstvom, kar vpliva na režim čiščenja v bolnišnicah.  
P. aeruginosa tvori biofilm tudi znotraj organskih sistemov in s tem vpliva na razvoj 
kroničnih okužb pljuč pri bolnikih s cistično fibrozo (Kerr in Snelling, 2009). Biofilm je 
tako eden izmed najbolj pomembnih virulentnih dejavnikov. Deluje kot zaščita bakterij 
pred delovanjem antibiotikov in pred gostiteljevim imunskem sistemu, saj nevtrofilci težko 
prodirajo skozi sluz (Machado in sod., 2013). 
 
2.1.2 Fenotipska raznolikost  
 
Bakterija P. aeruginosa lahko glede na okoljske pritiske spreminja svoje fenotipske 
lastnosti z mutacijami nekaterih genov. Fenotipske različice P. aeruginosa so majhne 
kolonije, imenovane SCV, (ang. Small Colony Variants) in sluzni sevi. Za fenotipske 
različice velja, da so odpornejše proti antibiotikom, manj imunogene in imajo spremenjen 
metabolizem, kar prispeva k večji patogenosti in s tem resnosti okužbe (Mesqita in sod., 
2013). Sluzni tip je posledica mutacije v genu mucA, zaradi katere bakterija prične 
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sintetizirati prekomerne količine ekstracelularnih polisaharidov (EPS). V primeru P. 
aeruginosa je to alginat (Gilligan, 2014).  
 
2.1.3 Odpornost proti antibiotikom 
 
Rezistenca proti več antibiotikom je posledica različnih mehanizmov, ki nastanejo kot 
odziv na okoljski stres (Adekunle, 2012). Naravni mehanizmi odpornosti bakterije P. 
aeruginosa so zmanjšana prepustnost celične membrane, aktivno izčrpavanje antibiotikov 
iz celice, modifikacija oziroma inaktivacija antibiotikov z encimi, sprememba tarčnega 
mesta antibiotikov, sprememba tarčne metabolne poti antibiotikov in tvorba biofilma. 
Poleg naravnih mehanizmov lahko bakterija razvije odpornost proti antibiotikom, preko 
pridobitve novih genov odpornosti s horizontalnim prenosom (Mesqita in sod., 2013). 
Včasih bakterije vstopijo v latentno fazo in se tako zaščitijo pred antibiotiki, ki delujejo 
preko zaviranja izgradnje celične stene v obdobju rasti. Neučinkovito zdravljenje z 
antibiotiki lahko vodi do razvoja kronične bolezni (Rasamiravaka in sod., 2015). 
 
Gentamicin uvrščamo v razred aminoglikozidnih antibiotikov. Uporablja se za zdravljenje 
infekcij s P. aeruginosa (Pole, 2011). S pasivno difuzijo aminoglikozidni antibiotiki 
prehajajo zunanjo membrano po Gramu negativnih bakterij in nato z aktivnim transportom 
preidejo v notranjost celice. V notranjosti aminoglikozidi zavirajo sintezo proteinov. 
Vežejo se na 30 S-podenoto ribosomov in s tem preprečijo translacijo mRNA. Vplivajo na 
razpad ribosomov in na učinkovitost branja mRNA, kar vodi do nastajanja proteinov, ki so 
za celico toksični (Yoshizawa in sod., 1998).  
 
Za zdravljenje odpornejših sevov P. aeruginosa se trenutno uporabljata polimiksin B in 
kolistin, vendar so že znani primeri bakterijske odpornosti proti polimiksinu B, ki jo 
bakterija doseže z modifikacijo lipopolisaharidov (Rasamiravaka in sod., 2015).  
 
Rezistenca proti več antibiotikom in formacija biofilma sta ključna problema pri 
zdravljenju infekcij P. aeruginosa, zato se iščejo nove možnosti za terapevtsko zdravljenje 
(Al-Wrafty in sod., 2016). V magistrski nalogi smo uporabili sev L-995, ki je občutljiv za 
tetraciklin in gentamicin.  
 
2.2 BAKTERIJA Escherichia coli 
Bakterija E. coli je po Gramu negativna gibljiva bakterija iz rodu Escherichia. Je 
fakultativni anaerob, kar pomeni, da energijo lahko pridobiva z respiratornim ali 
fermentativnim metabolizmom. Pri človeku in živalih s stalno telesno temperaturo 
predstavlja del normalne črevesne mikrobiote (Tenaillon in sod., 2010). Nekateri sevi so 
lahko patogeni, saj imajo gene za virulentne dejavnike in povzročijo črevesne ter 
zunajčrevesne okužbe (Mainil, 2013). Večina sevov E. coli je nepatogenih in koristnih. 
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Sintetizirajo vitamin K in B12, poleg tega ščitijo gostitelja pred kolonizacijo drugih 
patogenih bakterijskih vrst (Blount, 2015). Zaradi ugodnih lastnosti se določeni sevi, med 
drugim tudi sev Nissle 1917, uporabljajo kot probiotiki (Beimfohr, 2016).  
 
2.2.1 Escherichia coli Nissle 1917 
 
Probiotiki so mikroorganizmi, ki ob zaužitju zmernih količin delujejo blagodejno na 
gostitelja (FAO/WHO, 2006). V črevesju preprečujejo razrast patogenih in oportunističnih 
bakterij, s tem ko tekmujejo za nutriente, stimulirajo imunski sistem, sintetizirajo 
protimikrobne spojine, regulirajo citokinski protivnetni odziv in ohranjajo črevesno 
integriteto (Saad in sod., 2013). Navadno med probiotike uvrščamo bakterije iz rodov 
Lactobacillus, Lactococcus in Bifidobacterium, med drugim pa tudi nekatere, po Gramu 
negativne bakterije, kot je sev E. coli Nissle 1917, in nekatere kvasovke, kot je 
Saccharomyces boulardii (Sonnernborn in Schulze, 2009).  
 
Sev E. coli Nissle 1917 (EcN) je bil prvič izoliran s strani bakteriologa Alfreda Nissla, ki je 
preučeval črevesno E. coli. Iskal je nov terapevtski pristop za boj proti virulentnim 
enterobakterijam in ugotovil, da so nekatere črevesne E. coli pokazale antagonistično 
delovanje proti določenim patogenim bakterijam iz rodu Salmonella in Shigella. Tako je 
Nissle svetu prvič predstavil izolat EcN kot nov terapevtski pristop za preprečevanje 
črevesnih bolezni. Izolat EcN je nepatogeni sev E. coli, saj nima zapisov za virulentne 
dejavnike, adhezine, enterotoksine in citokine, ni invaziven sev, poleg tega pa je zelo 
občutljiv na nespecifični imunski odziv (Sonnernborn in Schulze, 2009). Boljšo 
kolonizacijo in s tem zaviranje rasti drugih enterobakterij mu omogoča več preživitvenih 
faktorjev, kot je na primer izločanje mikrocinov in formacija biofilma (Hancock in sod., 
2010). Za sev specifična značilnost so tudi posebni lipopolisaharidi na zunanji strani 
celične membrane, ki regulirajo delovanje imunskega sistema, a pri tem ne sprožijo 
imunotoksičnega odziva. Ključno je tudi sodelovanje epitelnih celic z bakterijskimi 
celicami seva EcN, kar vodi do krepitve črevesne bariere. Dokazali so tudi povezavo med 
metabolnim produktom, verjetno ocetno kislino, z boljšo gibljivostjo črevesja, zato bi bil 
sev uporaben tudi v terapiji kronično zaprtih bolnikov (Sonnernborn in Schulze, 2009). 
Zaradi ugodnih posledic na črevo, so bili oblikovani rekombinantni sevi EcN v namen 
terapevtskega zdravljenja simptomov kronove bolezni (Choi in sod., 2012).  
 
V magistrski nalogi je sev Nissle 1917 nastopal kot donor, na konjugaciji temelječega, 
protimikrobnega dejavnika, za bakterijo P. aeruginosa. Ker človeku ni nevaren, bi ga 
lahko uporabili za zdravljenje okužb bakterije P. aeruginosa. 
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Bakterijsko konjugacijo so prvič odkrili pri bakteriji E. coli. Konjugacija je horizontalni 
prenos DNA med dvema bakterijama, ki sta v neposrednem celičnem stiku. Iz bakterijske 
celice donorja se v drugo bakterijsko celico recipienta prenese konjugativni plazmid. 
Konjugacija poteka tudi med nesorodnimi celicami in med prokarionti in evkarionti. Tako 
se lahko zapisi za rezistence proti antibiotikom širijo med patogenimi bakterijami 
(Phornphisutthimas in sod., 2007). Konjugacijski sistem po Gramu negativnih bakterij 
sestavljajo trije ključni deli: transferosom (tip IV sekrecije), ki v bakterijski steni tvori 
transportni kanal (pil); relaksosom, katerega ključen element je endonukleaza, ki reže 
DNA v mestu oriT, kjer se začne prenos; in povezovalni protein, ki poveže transportna 
kanala donorske in recipientske celice (Lawley in sod., 2004; Smillie in sod., 2010). 
 
2.3.1 Na konjugaciji temelječ protimikrobni dejavniki 
 
Na pojav in širjenje množično odpornih mikroorganizmov vpliva več različnih dejavnikov, 
ki vključujejo mutacije v odpornostnih genih, izmenjavo genskih informacij med 
mikroorganizmi in razvoj selektivnih pritiskov v bolnišničnem okolju (Tenover, 2001). 
Prekomerna uporaba in zloraba antibiotikov je privedla do razvoja odpornih sevov, proti 
katerim obstaja le malo načinov zdravljenja. Znano je, da antibiotiki ubijajo tudi koristne 
komenzalne bakterije, ki imajo lahko zaščitno vlogo proti patogenim bakterijam. Poleg 
tega so veliko manj učinkoviti proti bakterijam, ki rastejo v biofilmu. Zaradi vseh omejitev 
pri zdravljenju z antibiotiki, se iščejo novi načini zdravljenja (Rasamiravaka in sod., 2015). 
Bakteriocini so peptidi z nizko molekulsko maso, ki delujejo protibakterijsko proti sevom, 
ki so ozko sorodni sevom proizvajalcev. Možno jih je uporabiti kot alternativni 
protimikrobni dejavnik (Gillor in sod., 2004). Celice, ki proizvajajo bakteriocine, so imune 
za lasten toksin, saj poleg bakteriocina proizvajajo tudi imunski protein, ki se veže na 
toksin in preprečuje njegovo delovanje ali pa sintetizirajo bakteriocin v neaktivni obliki, ki 
se aktivira šele ob transportu iz celice proizvajalke. Bakteriocini, ki jih proizvaja E. coli, so 
učinkoviti proti črevesnim in uropatogenim sevom E. coli. Eden izmed njih, kolicin E7, je 
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Slika 1: Trije načini uporabe, na konjugaciji temelječih, protimikrobnih dejavnikov (prirejeno po Filutowicz 
in sod., 2008) 
 
 
Filutowicz in sod. (2008) so predstavili tri različne načine uporabe, na konjugaciji 
temelječih, protimikrobnih dejavnikov. Prvi način je konstrukcija plazmida, ki se v 
recipientski celici prekomerno podvaja in s tem porabi vso razpoložljivo energijo in 
strukturne komponente v celici. Inhibicija mesta ori v donorski celici je dosežena z 
integracijo gena rep, ki zavira replikacijo plazmida, v kromosom. Druga možnost je, da 
konstruiramo plazmid, na katerem je zapis za toksičen produkt (gen »kill«), ki je v 
donorski celici nevtraliziran, zaradi integracije gena proteina imunosti (gen »anti-kill«) v 
kromosom donorja. Tretji pristop prav tako temelji na konstrukciji plazmida, ki ima zapis 
za toksičen produkt, a je izražanje produkta v donorski celici inhibirano zaradi integracije 
gena represorskega proteina za izražanja toksičnega produkta v kromosom donorja. V 
recipientski celici, ki nima zapisa za protein imunosti in represor, se toksičen produkt 
izrazi in deluje toksično (Filutowicz in sod., 2008). Predvidevali smo, da obstaja možnost, 
da bi plazmid RK2-Gm-ColE7a lahko učinkovito deloval proti bakteriji P. aeruginosa.  
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Bakteriocini kolicini so protimikrobni peptidi, ki delujejo toksično na sorodne bakterije 
producenta E. coli. E. coli je producent dveh vrst bakteriocinov, ki jih delimo glede na 
molekulsko maso. Prvi so večji kolicini (25–80 kDa), drugi so manjši mikrocini (<10 kDa) 
(Karpinski in Szkaradkiewicz, 2013).  
 
2.4.1 Plazmidi pCol 
 
Geni za sintezo kolicinov se nahajajo na kolicinogenih plazmidih pCol. Strukturnemu genu 
za kolicin sledi zapis za imunski protein in gen za sprostitveni protein, ki delno lizira celico 
(Braun in Patzer, 2013). Seve, ki imajo kolicinske plazmide, imenujemo kolicinogeni sevi, 
in se v črevesni mikrobioti živali pojavljajo z visoko prevalenco, kar nakazuje na 
pomembnost kolicinov kot faktor, ki pripomore k preživetju bakterije (Braun in sod, 2002). 
Kolicinske plazmide uvršamo v dva razreda, ki plazmide razlikujeta glede na velikost, 
število kopij v celici ter sposobnosti prenosa oziroma konjugacije. V prvi razred (razred I) 
uvrščamo plazmide pCol velikosti 6–10 kb, ki se v celici pojavljajo v približno dvajsetih 
kopijah. V drugi razred (razred II) uvrščamo večje plazmide pCol velikosti 40 kb. Plazmidi 
razreda II se prenašajo preko konjugativnega prenosa (Šmarda in Šmajs, 1998).  
 
2.4.2 Struktura kolicinov 
 
Kolicine sestavljajo tri ključne domene. Domena T (N-terminalna regija proteina) ima 
vlogo pri prenosu kolicina iz celice. Domena R (srednja regija proteina) je ključna za 
vezavo kolicina s specifičnimi receptorji na zunanji membrani tarčne bakterijske celice. 
Domena C (C-terminalna regija proteina) ima vlogo pri aktivnosti encimskih reakcij in 
formaciji pore (Braun in Patzer, 2013).  
 
2.4.3 Mehanizem delovanja kolicinov 
 
Kolicini se sproščajo iz producentskih celic z delno lizo in vstopajo v, za kolicin 
občutljive, bakterijske celice. Za svojo sprostitev potrebujejo majhen litični protein, 
bakteriocin sprostitveni protein (ang. »Bacteriocin Release Protein«). BRP poskrbi, da 
postaneta obe membrani prepustni za kolicine. Sproščanje kolicina je nespecifičen 
dogodek, saj ne sodelujejo specifični receptorji (Braun in Patzer, 2013).  
 
Sproščen kolicin je toksičen za okoliške bakterije, ki proti njemu niso odporne oziroma 
nimajo gena za imunost (imm). Za razliko od sproščanja kolicinov, je vstop kolicina zelo 
specifičen dogodek. Delovanje kolicina na občutljive celice je razdeljeno na tri korake. V 
prvem koraku se kolicin veže na specifične receptorje na površini membrane in se nato v 
drugem koraku prenese skozi membrano. Tretji korak je toksično delovanje v celici. Za 
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vstop kolicina, vezanega na receptorje na zunanji membrani v celico, je potrebna energija, 
ki jo zagotavlja protonska gonilna sila. Glede na mehanizem vstopa kolicinov v celico, 
delimo kolicine v dve skupini. V skupino A uvrščamo kolicine, ki vstopajo v celico preko 
sistema Tol, ki ga sestavljajo proteini TolA, TolB, TolQ, TolR in Pal. Navadno gre za 
kolicine, ki so zapisani na majhnih plazmidih in spadajo v razred I. V skupino B uvrščamo 
kolicine, ki vstopajo v celico preko sistema Ton, ki ga sestavljajo proteini TonB, ExbB in 
ExbD. Uvrščamo jih v skupino II (Braun in sod., 2002). 
 
V občutljivi celici delujejo kolicini različno. Nekateri so nukleaze in razgrajujejo DNA, 
tRNA ali rRNA, drugi v membranah oblikujejo pore, ki povzročijo izgubo membranskega 
potenciala. Tretji hidrolizirajo peptidoglikan, ki je glavna komponenta celične stene. 
Kolicin M inhibira biosintezo peptidoglikana (Cascales in sod., 2007). 
 
2.4.4 Zaščita pred kolicini 
 
Celice, ki producirajo kolicine, so pred toksičnim delovanjem kolicina zaščitene s sočasno 
sintezo majhnih imunskih proteinov. Kolicinski imunski protein kodira gen imm, ki je 
zapisan poleg gena za kolicin in zaradi svoje specifičnosti, varuje celico le pred 
specifičnim kolicinom. Imunski protein nukleaznih kolicinov se v citoplazmi specifično 
veže na kolicin in ga s tem nevtralizira. Imunski proteini porotvornih kolicinov se nahajajo 
v membrani celic proizvajalk in preprečujejo delovanje kolicinov, ki se vežejo na 
receptorje na zunanji strani membrane (Cascales in sod., 2007). Odpornost proti kolicinom 
lahko izhaja iz sprememb v receptorjih zunanje membrane ali mehanizmov vnosa kolicina 
v celico (Šmarda in Šmajs, 1998). 
 
2.4.5 Regulacija kolicinskih genov  
 
Sinteza kolicinov je uravnavana z aktivacijo sistema SOS. Sistem SOS se sproži ob 
poškodbah DNA, zato je pod normalnimi pogoji sinteza kolicinov utišana in se aktivira v 
le majhnem delu populacije, kot rezultat naključne spontane aktivacije sistema SOS. 
Prepisovanje kolicinskih genov lahko sprožimo s stresnimi dražljaji, kot je UV sevanje. 
SOS sistem lahko aktivirajo tudi drugi vplivi iz okolja; velika gostota populacije in odziv 
na pomanjkanje hranil (Šmarda in Šmajs, 1998). 
 
2.4.6 Kolicin E7 
 
Kolicin E7 je toksin, ki je velik 61 kDa. Na plazmidu pColE7, ki je velik 6,2 kb, se poleg 
zapisa za kolicin E7 nahaja tudi zapis za imunski protein E7 velikosti 9,9 kDa ter zapis za 
litični protein velikosti 4,9 kDa (Chak in sod., 1991). V celici proizvajalki se imunski 
protein E7 poveže s kolicinom E7, na mesto domene za nukleazo in tako prepreči njegovo 
toksično delovanje v celici proizvajalki. Iz celice se izloči s pomočjo delovanja litičnega 
10 
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proteina. Kolicin E7 spada v skupino kolicinov E, za katere je značilna povezava kolicina z 
B12-vezavnim receptorjem BtuB, ki se nahaja na zunanji membrani občutljive celice. Za 
vstop v celico, uporablja proteinski sistem Tol, ki je značilen za kolicine iz skupine A. 
(Cascales in sod., 2007). Kolicin E7 spada med kolicine z nukleazno aktivnostjo in v 
občutljivi celici povzroči razgradnjo DNA, zato se mora transportirati tudi skozi notranjo 
membrano. Znano je, da se kolicin E7 v periplazemskem prostoru dodatno procesira tako, 
da v notranjost celice vstopi le C-terminalni del, ki ga sestavlja domena za citotoksično 
nukleazo. Tako je cepitev na mestu Arg
447
 v kolicinu E7 ključnega pomena za 
translokacijo kolicinske nukleaze (Shi in sod., 2005).  
 
2.5 KOMPLET »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« 
Metoda z uporabo kompleta »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« nam omogoči 
sestavljanje več fragmentov z izbranim vektorjem, ne glede na dolžino fragmentov in 
kompatibilnost koncev. Na podlagi homolognih regij na vsakem koncu fragmenta 
določimo vrstni red sestavljanja. Reakcijska zmes vsebuje več različnih encimov, ki 
delujejo v istem pufru. Rezultat eksonukleaze so 3'-štrleči konci, ki služijo poravnavi 
fragmentov s komplementarnimi enoverižnimi konci. Polimeraza zapolni vrzeli med 
poravnanimi fragmenti. Na koncu DNA-ligaza dokončno združi fragmenta. Rezultat je 
dvoverižna DNA, ki lahko služi kot matrična DNA za reakcije PCR, ali za direktno 
transformacijo v E. coli. 
11 
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Slika 2: Delovanje kompleta »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« (prirejeno po NEB, 2017) 
 
Prvi korak v postopku je oblikovanje začetnih oligonukleotidov, za katerega je 
priporočljiva uporaba orodja »NEBuilder Assembly Tool«. Pri zahtevnejšem kloniranju je 
potrebna ročna prilagoditev začetnih oligonukleotidov, zato je ključno dobro razumevanje 
splošnih pravil za oblikovanje začetnih oligonukleotidov, ki se uporabljajo skupaj s 
kompletom »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix«. Začetni oligonukleotidi so 
sestavljeni iz dveh delov. Prekrivajoči del je potreben za sestavljanje fragmentov s 
sosednjimi in je dodan na 5'-konec začetnega oligonukleotida. Gensko specifični del je 
potreben za naleganje na gen, ki ga s PCR želimo pomnožiti in ga dodamo na 3'-konec. 
Priporočljiva dolžina prekrivajočih regij je 15–25 nukleotidov, ki jo prilagajamo, dokler ne 
dosežemo Tm ≥ 48 °C. Z restriktazami obdelani vektorji imajo lahko 5’-, 3’- ali tope 
konce. Ko je vektor lineariziran, prekrivajočo regijo, ki v celoti izvira iz vektorskega 
zaporedja, dodamo na 5’-konec vodilnega začetnega oligonukleotida. Proti 3’-koncu nato 
sledi zaporedje, specifično za gen, ki ga želimo vstaviti v izbrani vektor. Če želimo 
ohraniti spoznavno mesto za restriktazo, dodamo med oba dela začetnega oligonukleotida 
nekaj dodatnih nukleotidov. PCR-fragmente očistimo z uporabo kompleta »GeneJET PCR 
Purification Kit«. Po priporočilih proizvajalca zmešamo reakcijsko zmes tako, da ne 
presežemo celokupne koncentracije vseh fragmentov, 0,03–0,2 pmol, če sestavljamo 1–2 
fragmenta in 0,2–0,5 pmol, v primeru sestavljanja 4–6 fragmentov (NEB, 2017).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Bakterijski sevi 
 
V nalogi uporabljeni sevi, so prikazani v preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Sevi E. coli in sev L-995 P. aeruginosa uporabljeni v tej raziskavi  
Sev Genotip in fenotip Vir 
DH10B™ 
ElectroMAX™ 
F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 





F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 





Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 hsdR17 deoR 





Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 hsdR17 deoR 





M. Starčič Erjavec 
DH5α pUC19i 
Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 hsdR17 deoR 














M. Starčič Erjavec 
L-995 naravni izolat iz pomivalnega stroja Gorše, 2015 





Nissle 1917 (EcN) immE7 Gm
r
 pOX38:Cm colE7 Petkovšek, 2012 
Top10 
F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139 Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 







3.1.2.1 Plazmid pMW2 
 
Plazmid pMW2 je velik 4.452 bp in ima gen za rezistenco proti ampicilinu in kanamicinu. 
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Slika 3: Karta plazmida pMW2 
Z AmpR je označen gen za ampicilinsko rezistenco in s KanR gen za rezistenco proti kanamicinu. Z modro 
je označen del, ki smo ga z restrikcijo s HindIII izrezali, in v nadaljevanju 2964 bp velik očiščen fragment, 
ligirali s HindIII rezanim pomnoženim genom za rezistenco proti gentamicinu in združenim genom za 
rezistenco proti gentamicinu in genom za sintezo kolicina E7. 
 
 
3.1.2.2 Plazmid pUC19i 
 
Plazmid pUC19 je 2.686 bp velik nekonjugativni plazmid, ki se zelo pogosto uporablja kot 
vektor za kloniranje. Uporabili smo derivat pUC19, plazmdi pUC19i, ki ima vstavljen gen 
za imunski protein kolicina E7. 
 
 
Slika 4: Karta plazmida pUC19i 
Z AmpR je označen gen za rezistenco proti ampicilinu. Z oznako Imm je označen del z zapisom za sintezo 
imunskega proteina kolicina E7. 
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3.1.2.3 Plazmid RK2 
 
Plazmid RK2 je 60.096 bp velik plazmid širokega spektra, ki spada v plazmidno 
inkompatibilnostno skupino IncP. Ima zapise za rezistence proti ampicilinu, kanamicinu in 
tetraciklinu in se v E. coli nahaja v 4–8 kopijah (Kolatka in sod., 2010). Zaradi zmožnosti 
replikacije v številnih enoceličnih organizmih, je primerno orodje za genski inženiring. 
Sposoben je prenosa, replikacije in vzdrževanja, v večini rodov po Gramu negativnih 
bakterij (Fang in Helinski, 1991). Uporabili smo ga za vstavitev gena za rezistenco proti 
gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7 ter nadaljnjo konjugacijo konstruiranega 




Slika 5: Karta plazmida RK2 (Ditta in sod., 1980) 
Ap, Tc, Km so oznake za genske zapise rezistenc proti ampicilinu, tetraciklinu in kanamicinu. oriV je mesto 
začetka replikacije. trfA in trfB sodelujeta pri replikaciji. rlx predstavlja mesto delovanja relaksosoma. Regiji 
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3.1.3.1 Priprava tekočih gojišč Luria-Bertani (LB) in 1/3 LB 
 
Za pripravo tekočih gojišč LB smo v 1 L dH2O raztopili 25 g oziroma 8,33 g v primeru  
1/3 LB osnove za gojišče LB (10 g triton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt). Gojišče smo 
odpipetirali v 500-mL erlenmajerice oziroma v 25-mL epruvete. 
 
3.1.3.2 Priprava trdnih gojišč LB in 1/3 LB 
 
Za pripravo trdnih gojišč LB smo v 1 L dH2O raztopili 25 g oziroma 8,33 g v primeru  
1/3 LB osnove za gojišče LB (10 g triton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) in 15 g agarja. 
Po sterilizaciji smo gojišče ohladili na približno 55 °C ter ga razlili v sterilne plastične 
petrijevke. 
 
3.1.3.3 Priprava mehkega agarja LB 
 
Za pripravo mehkega agarja LB smo v 1 L dH2O raztopili 25 g osnove za gojišče LB (10 g 
triton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) in 6 g agarja. Gojišče smo segreli, da se je agar 
raztopil in ga nato odpipetirali v 10-mL epruvete. 
 
3.1.3.4 Priprava trdnega minimalnega gojišča s soljo A10 
 
Za pripravo 10 × založne raztopine soli A10 smo 10 g soli (NH4)2SO4, 105 g K2HPO4,  
45 g KH2PO4, 5 g Na-citrat × 5 H2O in 1 g MgSO4 × 7 H2O raztopili v 1 L dH2O. 100 mL 
10 × raztopine soli A10 smo zmešali z 200 mL dH2O. Hkrati smo v drugi erlenmajerici  
12 g agarja raztopili v 700 mL dH2O in obe pripravljeni raztopini sterilizirali. Ko se je 
gojišče ohladilo na približno 55 °C, smo raztopini združili in dodali 2 mL 20 % MgSO4 × 
7H2O in 5 mL 40 % glukoze ter ga razlili v sterilne plastične petrijevke.  
 
3.1.3.5 Priprava trdnih gojišč z dodanimi antibiotiki 
 
Ko se je gojišče po avtoklaviranju ohladilo na približno 55 °C, smo dodali antibiotik. 
Količino dodanega antibiotika smo preračunali glede na želeno končno koncentracijo. 
Končne in založne koncentracije antibiotikov v gojišču so zbrane v spodnji preglednici 2. 
 






Dodatek antibiotika na 
1 L gojišča [μL] 
Ampiciln (Ap) 100 100 1000 
Gentamicin (Gm) 40 15 375 
Kanamicin (Km) 50 30 600 
Streptomicin (Sm) 150 200 750 
Tetraciklin (Tc) 12,5 10 800 
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3.1.3.6 Priprava gojišča »Super Optimal Broth« z dodatkom glukoze (SOC) 
 
Za pripravo obogatitvenega gojišča SOC smo v 1 L vode raztopili 30,7 g osnove za gojišče 
SOB. Gojišče smo sterilizirali in tik pred uporabo smo dodali 40 % glukozo do končne 




V preglednici 3 so zbrane vse kemikalije, ki smo jih uporabljali. 
 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije 
Kemikalije  Proizvajalec 
10 × pufer FD (ang. »Fast Digest Buffer«)  Termo Scientific, ZDA 
10 × pufer za alkalno fosfatazo SAP (ang. Shrimp Alkaline 
Phosphatase) 
Thermo Scientific, ZDA 
10 × pufer za polimerazo Taq Termo Scientific, ZDA 
10 × ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 Thermo Scientific, ZDA 
10 mM dNTP Termo Scientific, ZDA 
2 × »DreamTaq Green PCR Master Mix« Thermo Scientific, ZDA 
5 × hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 (ang. »rapid 
ligation buffer«) 
Thermo Scientific, ZDA 
6 × nanašalni pufer Termo Scientific, ZDA 
agar Sigma-Aldrich, ZDA 
agaroza Carl-Roth, Nemčija 
ampicilin Carl-Roth, Nemčija 
baza Tris Sigma-Aldrich, ZDA 
borova kislina Merck, Nemčija 
dH2O Pralnica Oddelka za biologijo BF 
EDTA Kemika, Hrvaška 
etanol Merck, Nemčija 
etidijev bromid (10 mg/mL) Sigma-Aldrich, ZDA 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA, 25 mM) Invitrogen, ZDA 
fenol Merck, Nemčija 
gentamicin Carl-Roth, Nemčija 
glicerol Sigma-Aldrich, ZDA 
glukoza Kemika, Hrvaška 
gojišče LB Sigma-Aldrich, ZDA 
izoamilalkohol Kemika, Hrvaška 
kalcijev klorid (CaCl2) Merck, Nemčija 
kalijev hidrogen fosfat (KH2PO4) Kemika, Hrvaška 
kalijev hidroksid (KOH) Sigma-Aldrich, ZDA 
kanamicin Carl-Roth, Nemčija 
kloramfenikol Sigma-Aldrich, ZDA 
Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 3: Uporabljene kemikalije 
Kemikalije  Proizvajalec 
kloroform Merck, Nemčija 
klorovodikova kislina (HCl) Sigma-Aldrich, ZDA 
magnezijev klorid (MgCl2) Merck, Nemčija 
magnezijev sulfat (MgSO4) Merck, Nemčija 
magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4 × 7H2O) Merck, Nemčija 
natrijev dodecilsulfat (SDS) Carl-Roth, Nemčija 
natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck, Nemčija 
natrijev kolrid (NaCl) Merck, Nemčija 
pufer R Termo Scientific, ZDA 
gojišče SOB (ang. »Super Optimal Broth«) Carl-Roth, ZDA 
streptomicin Carl-Roth, Nemčija 
tetraciklin Carl-Roth, Nemčija 
Tris-EDTA (TE) pufer Termo Scientific, ZDA 
Tris-HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.1.5 Encimi, lestvice DNA in kompleti 
 
V preglednici 4 so zbrani v nalogi uporabljeni encimi, lestvice DNA in kompleti. 
 
Preglednica 4: Uporabljeni encimi, lestvice DNA in kompleti 
Encimi, lestvice DNA in kompleti Proizvajalec 
alkalna fosfataza SAP (ang. »Shrimp Alkaline Phosphatase«) Thermo Scientific, ZDA 
komplet »GeneJET Gel Extraction Kit« Termo Scientific, ZDA 
komplet »GeneJET PCR Purification Kit« Termo Scientific, ZDA 
komplet »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« Termo Scientific, ZDA 
komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« New England Biolabs, ZDA 
komplet »Rapid DNA Ligation Kit« Termo Scientific, ZDA 
lestvica »GeneRuler™ 1 kb DNA« Thermo Scientific, ZDA 
lestvica »GeneRuler™ 100 bp plus DNA« Thermo Scientific, ZDA 
polimeraza Q5 HiFi  New England Biolabs, ZDA 
restriktaza »Fast Digest« BglII Thermo Scientific, ZDA 
restriktaza »Fast Digest« EcoRI Thermo Scientific, ZDA 
restriktaza »Fast Digest« EcoRV Thermo Scientific, ZDA 
restriktaza »Fast Digest« HindIII  Thermo Scientific, ZDA 
restriktaza »Fast Digest« NdeI Thermo Scientific, ZDA 
restriktaza HindIII  Thermo Scientific, ZDA 
RNaza I (10 mg/mL) Thermo Scientific, ZDA 
DNA-ligaza T4 Thermo Scientific, ZDA 
DNA polimeraza Taq Thermo Scientific, ZDA 
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3.1.6 Pufri in reagenti 
 
3.1.6.1 Pufer 0,5 × TBE 
 
Za pripravo založne raztopine pufra 5 × TBE smo v 800 mL destilirane vode dodali 54 g 
baze Tris, 27,5 g borove kisline in 20 mL 0,5 M EDTA (pH 8) in dopolnili volumen z 
destilirano vodo do 1 L. Založno raztopino smo redčili 10 ×, da smo dobili 0,5 × pufer 
TBE. 
 
3.1.6.2 Pufer 1 × PBS 
 
V 800 mL destilirane vode smo raztopili 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4 in 0,24 g 
KH2PO4. pH smo umerili s HCl na 7,4 in dopolnili volumen z destilirano vodo do 1 L. 
Pufer smo sterilizirali z avtoklaviranjem 15 min pri 121 °C in tlaku 1,23 bara. 
 
3.1.6.3 Raztopina MgCl2-CaCl2 (80 mM MgCl2, 20 mM CaCl2) 
 
Za pripravo 100 mL raztopine smo zatehtali 1,63 g MgCl2 in 0,22 g CaCl2 in ju raztopili v 
80 mL destilirane vode in nato dopolnili do 100 mL. Raztopino smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem 15 min pri 121 °C in tlaku 1,23 bara. 
 
3.1.6.4 Pufer za shranjevanje kompetentnih celic 
 
Pufer za shranjevanje kompetentnih celic smo pripravili po recepturi 10 mM Tris-HCl (pH 
8), 50 mM CaCl2, 10 % glicerol. Raztopino smo sterilizirali z avtoklaviranjem 15 min pri 
121 °C in tlaku 1,23 bara. 
 
3.1.6.5 Raztopina I, II in III 
 
Raztopine I, II in III smo potrebovali v postopku alkalne lize. V spodnji preglednici 5 je 
prikazana sestava posameznih raztopin.  
 
 
Preglednica 5: Sestavine za pripravo raztopin I, II in III 
Raztopina I Raztopina II
* 
Raztopina III 
50 mM glukoza 0,2 M NaOH 3 M K-acetata 
25 mM Tris-HCl 1 % SDS   
10 mM EDTA     
pH = 8,0 (NaOH)   pH = 5,5 (HCl) 
*vedno pripravljena sveža raztopina 
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3.1.7 Laboratorijska oprema 
 
V preglednici 6 je povzeta laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali. 
 
Preglednica 6: Uporabljena laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema in pribor Proizvajalec 
0,1 cm elektroporacijske kivete Bio-Rad, ZDA 
15-ml steklene epruvete Corning, ZDA  
50-ml plastične falkonke Corning, ZDA 
avtomatske pipete in nastavki Eppendorf, Nemčija  
centrifuga Rottanta 460 Hettick AG, Švica 
elektroforezna banjica »Hoefer™-HE 33« Amersham Biosciences, Velika Britanija  
elektroporator Electroporator 2510 Eppendorf, Nemčija  
magnetno mešalo MM540 Tehtnica, Slovenija 
mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
namizna centrifuga 5424 Eppendorf, Nemčija  
namizna tehtnica KERN PFB Balingen-Frommern, Nemčija  
PCR Biometra UNO II Biometra, Nemčija  
PCR GeneAmp System 2400  Perkin Elmer, Kanada 
PCR MyCycler Bio-Rad, ZDA 
plastične petrijevke  Corning, ZDA 
plinski gorilnik Tlos, Hrvaška 
rotacijski stresalnik Biofuge 13 Heraeus, Nizozemska 
sistem za elektroforezo 2301 Macrodrive 1  LKB Bromma, Švedska  
spektrofotometer Nanodrop ND-1000 Termo Scientific, Anglija 
termoblok Constantemp Technilab, ZDA 
UV/VIS spektrofotometer Perkin Elmer, Kanada 
UV-presvetljevalnik G:BOX F3  Syngen, ZDA 
vroča kopel Multi temp II Pharmacia Biotech, ZDA  
 
 
3.1.8 Računalniški programi 
 
Pri izvedbi laboratorijskega dela smo si pomagali z računalniškimi programi, ki so 
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Preglednica 7: Uporabljeni računalniški programi 
Računalniški program Namen uporabe Proizvajalec 
»NEBuilder Assembly Tool« 
Oblikovanje začetnih oligonukleotidov za 
pomnožitev fragmentov, ki smo jih uporabili pri 
kompletu »NEBuilder HiFi DNA Assembly 
Master Mix« 
New England Biolabs, 
ZDA 
»NEBiocalculator« 
Izračun količine DNA potrebne za uspešno 
ligacijo. 
New England Biolabs, 
ZDA 
»SnapGene« 
Pomoč pri vizualizaciji sestavljenih konstruktov, 
oblikovanju začetnih oligonukleotidov in 
restrikcijskega profila 
GSL Biotech LLC, ZDA 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Shema poteka dela 
 
Shema, zastavljenega poteka dela za pripravo plazmida RK2-Gm in pMW2-Gm, je 
prikazana na sliki 6. 
 
Slika 6: Shematski prikaz priprave plazmida RK2-Gm in pMW2-Gm 
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Shema, zastavljenega poteka dela za pripravo plazmida RK2-Gm-ColE7a, je prikazana na 
sliki 7. 
 




Shema, zastavljenega poteka dela za pripravo plazmida RK2-Gm-ColE7a z uporabo 
kompleta »NEBuilder HiFi Assembly Master Mix«, je prikazana na sliki 8. 
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Slika 8: Shematski prikaz priprave plazmida pMW2-Gm in RK2-Gm-ColE7a z uporabo kompleta 
»NEBuilder HiFi Assembly Master Mix« 
Komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« smo uporabili za združitev obeh insertov, gena za 
rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7. Po inkubaciji smo reakcijsko zmes uporabili za 
matrično DNA, za pomnožitev inserta z začetnimi oligonukleotidi pRK2+Gm f in pRK2+ColE7a r. 
 
3.2.2 Priprava matrične DNA 
 
3.2.2.1 Priprava celičnega lizata/supernatanta za PCR 
 
V 5 mL tekočega gojišča LB smo nacepili eno kolonijo bakterijskega seva in inkubirali 
preko noči pri 37 °C. Po inkubaciji smo odpipetirali 1 mL prekonočne kulture v 
mikrocentrifugirko. Sledilo je 1 min centrifugiranje pri najvišjih vrtljajih 14.000 vrt/min. 
Supernatant smo zavrgli in pelet resuspendirali v 200 μL H2O ter inkubirali 10 min pri  
100 °C. Po inkubaciji je ponovno sledilo centrifugiranje pri 14.000 vrt/min, 10 min. 
150 μL supernatanta smo prenesli v novo, sterilno mikrocentrifugirko. Lizat smo do 
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3.2.2.2 Priprava matrične DNA za komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« 
 
Za pripravo fragmentov je ključno pravilno načrtovanje začetnih oligonukleotidov. 
Začetnim oligonukleotidom, ki nalegajo na zaporedje fragmenta, dodamo homologne 
regije, ki so komplementarne zaporedju drugega fragmenta oziroma vektorja, s katerim ga 
želimo povezati. V pomoč pri načrtovanju oligonukleotidov nam je bilo orodje »NEBuilder 
Assembly Tool« in program »SnapGene«. V preglednici 8 so zbrani začetni 
oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za namnožitev gena za rezistenco proti gentamicinu in 
gena za kolicin E7.  
 
Preglednica 8: Oligonukleotidni začetniki za namnožitev fragmenta gena za rezistenco proti gentamicinu in 
gena za sintezo kolicina E7 
Začetni 
oligonukleotidi 





































3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
 
3.2.3.1 Oligonukleotidni začetniki in pogoji PCR 
 
V preglednici 9 so prikazani začetni oligonukleotidi in pogoji reakcij PCR, ki smo jih 
uporabili za namnožitev gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina 
E7 ter za ugotovitev orientacije vstavitve rezistence proti gentamicinu v plazmidu RK2 in 
ugotovitev uspešnosti transformacije pUC19i. Podčrtana so zaporedja prepoznave 
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Preglednica 9: Začetni oligonukleotidi in pogoji reakcij PCR, ki smo jih uporabili pri magistrski nalogi 









Za vstavitev gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicin E7 v pRK2 oziroma pMW2 






















95 °C 1 min  
64 °C 1 min 30 × 
72 °C 2 min   






















95 °C 1 min  
65 °C 1 min 30 × 
72 °C 1 min   
72 °C 7 min 1 × 
Za namnožitev fragmentov, uporabljenih pri metodi ligacije s kompletom 
»NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« 
Za Gm
r























95 °C 30 s  
59 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min  

























95 °C 30 s  
59 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min  
72 °C 10 min 1 × 



















95 °C 30 s  
56 °C 30 s 30 × 
72 °C 2 min  


























98 °C 10 s  
64 °C 30 s 35 × 
72 °C 1,5 min  
72 °C 2 min 1 × 
Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 9: Začetni oligonukleotidi in pogoji reakcij PCR, ki smo jih uporabili pri 






























94 °C 30 s  
57 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min   





















94 °C 30 s  
57 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min   






















94 °C 30 s  
57 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min   





















94 °C 30 s  
57 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min   
72 °C 7 min 1 × 
Za preverjanje vstavitve gena za rezistenco proti gentamicinu 
 
pRK2 + Kn f 
 
pRK2 + Kn r 
 
*DreamTaq Green 














94 °C 30 s  
57 °C 30 s 30 × 
72 °C 1 min   
72 °C 7 min 1 × 
Za preverjanje uspešnosti transformacije plazmida pUC19i 



















94 °C 1 min  
69 °C 1 min 30 × 
72 °C 1 min   
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3.2.4 Izolacija plazmidov 
 
3.2.4.1 Izolacija plazmida pMW2 in pUC19i s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit« 
 
V 1,5-mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL prekonočne kulture DH5α pMW2 in 
DH5α pUC19i ter centrifugirali 1 min pri 14.000 vrt/min. Pelet celic smo resuspendirali v 
250 μL resuspenzijske raztopine. Nato smo dodali 250 μL raztopine za celično lizo in 
premešali z obračanjem mikrocentrifugirke, dokler ni suspenzija postala viskozna in rahlo 
prozorna. Sledil je dodatek 350 μL nevtralizacijske raztopine. Po dodatku smo takoj 
premešali s 6 × obračanjem. Bakterijski lizat smo centrifugirali 5 min pri 14.000 vrt/min. 
Supernatant smo prenesli v kolono, ki je priložena h kompletu in pazili, da se s pipeto 
nismo dotaknili precipitata. Centrifugirali smo 1 min pri 14.000 vrt/min in izpirek zavrgli. 
Nato smo na kolono nanesli 500 μL pufra za spiranje in centrifugirali 1 min pri  
14.000 vrt/min. Izpirek smo ponovno zavrgli in ponovili spiranje. Na koncu smo 
centrifugirali prazno kolono, saj smo želeli popolnoma odstraniti vse ostanke pufra za 
spiranje. Kolono smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko in v center kolone nakapali 
20–50 μL elucijskega pufra, inkubirali 2 min pri sobni temperaturi ter 2 min centrifugirali 
pri 14.000 vrt/min. Izoliran plazmid pMW2 in pUC19i smo do uporabe shrani pri –20 °C. 
 
3.2.4.2 Izolacija plazmida RK2 in RK2-Gm z alkalno lizo 
 
Plazmid RK2 in RK2-Gm smo izolirali po nekoliko modificiranem protokolu za alkalno 
lizo, opisanem v Birnboim in Doly (1979). 1,5–3 mL prekonočne kulture HB101 pRK2 
oziroma DH10B pRK2-Gm smo centrifugirali 1 min pri 14.000 vrt/min. Pelet celic smo 
resuspendirali v 100 μL ledeno hladne raztopine I in ji dodali 200 μL raztopine II ter 
inkubirali 5 min v ledeni kopeli. Lizat smo nevtralizirali z dodatkom 150 μL ledeno hladne 
raztopine III. Po 5-minutni inkubaciji v ledeni kopeli smo ostanke celičnih sten in 
denaturirane proteine odstranili s centrifugiranjem 10 min pri 14.000 vrt/min in 4 °C. 
Supernatantu smo dodali enak volumen fenola : kloroforma : izoamilalkohola (FKI; 
razmerje: 25 : 24 : 1) in premešali z obračanjem. Vzorec smo centrifugirali 5 min pri 
14.000 vrt/min in nato zgornjo fazo prenesli v novo centrifugirko. DNA smo oborili z 
dodatkom 2,5 × volumna 96 % etanola. Centrifugirali smo 10 min pri 14.000 vrt/min in  
4 °C. Pelet smo sprali z 80 % etanolom in ga posušili na sobni temperaturi ter oborjeno 
DNA raztopili v pufru TE z RNazo. Za 100 μL pufra TE smo dodali 1 μL RNaze s 
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3.2.5 Restrikcija z restrikcijskim encimom HindIII, VspI in NdeI 
 
Restrikcijske zmesi smo pripravili po recepturi opisanih v preglednici 10. Restrikcijske 
zmesi s pufrom FD smo inkubirali 10–30 min pri 37 °C. Pri uporabi pufra R smo zmesi 
inkubirali 4 ure pri 37 °C.  
 
Preglednica 10: Restrikcijske zmesi, ki smo jih pripravili v sklopu magistrske naloge 
Restrikcija plazmida pMW2 z restrikcijsko endonukleazo HindIII 
plazmidna DNA (pMW2) 5 μL 
dH2O 3,5 μL 
10 × pufer R 1 μL 
HindIII 0,5 μL 
Restrikcija plazmida RK2 z restrikcijsko endonukleazo HindIII 
plazmidna DNA (RK2) 40 μL 
10 × FD pufer 5 μL 
FD HindIII 5 μL 
Restrikcija plazmida RK2-Gm z restrikcijsko endonukleazo VspI 
plazmidna DNA (RK2-Gm) 16 μL 
10 × FD pufer 2 μL 
FD VspI 2 μL 
Restrikcija fragmenta (gena za rezistenco proti gentamcinu) z restrikcijsko endonukleazo HindIII 
fragment DNA (Gm
r
) 5 μL 
dH2O 12 μL 
10 × FD pufer 2 μL 
HindIII 1 μL 
Restrikcija fragmenta (gena za sintezo kolicina E7 združenega z genom za rezistenco proti gentamicinu) z 
restrikcijsko endonukleazo HindIII 
fragment DNA (Gm
r
 + ColE7a) 7 μL 
dH2O 10 μL 
10 × FD pufer 2 μL 
HindIII 1 μL 
Restrikcija fragmenta (gena za sintezo kolicin E7) z restrikcijsko endonukleazo NdeI 
fragment DNA (ColE7a) 7 μL 
dH2O 10 μL 
10 × FD pufer 2 μL 





Alkalna fosfataza SAP (ang. »Shrimp Alkaline Phosphatase«) je encim, ki katalizira 
reakcijo odstranitve fosfatne skupine DNA. Služi preprečevanju re-ligacije plazmida, če je 
le-ta razrezan s samo enim restrikcijskim encimom. Z encimom alkalna fosfataza smo 
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plazmid RK2 in pMW2 defosforilirali. Sestava reakcijske zmesi za defosforilacijo je 
prikazana v preglednici 11. 
 
Preglednica 11: Defosforilacijske zmesi, ki sm jih pripravili v sklopu magistrske naloge 
Defosforilacija plazmida RK2 po restrikciji s HindIII 
plazmidna DNA (RK2 HindIII) 17 μL 
10 × pufer SAP 8,3 μL 
SAP 1 μL 
dH2O 73,7 μL 
Defosforilacija plazmida pMW2 po restrikciji s HindIII 
plazmidna DNA (pMW2 HindIII) 10 μL 
10 × pufer SAP 9 μL 
SAP 1 μL 
dH2O 80 μL 
Defosforilacija plazmida RK2-Gm po restrikciji z VspI 
plazmidna DNA (RK2-Gm VspI) 20 μL 
10 × pufer SAP 8 μL 
SAP 1 μL 
dH2O 71 μL 
 
Za izračun količine 10 × pufra SAP upoštevamo, da je v plazmidni DNA že dodan pufer 
FD za restrikcijo, ki je kompatibilen 10 × pufru SAP. Zmes inkubiramo 30 min pri 37 °C 
ter v nadaljevanju encim deaktiviramo z inkubacijo 5 min pri 75 °C.  
 
 
3.2.7 Ligacija rezanega fragmenta z rezanim plazmidom 
 
Pri uporabi 10 × ligacijskega pufra za DNA-ligazo T4 smo ligacijsko zmes inkubirali 
preko noči pri 16 °C. Ligacijsko zmes smo inkubirali 30 min pri 22 °C, če smo uporabili  
5 × hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4. V preglednici 12 so zbrani podatki o 





Preglednica 12: Ligacije zmesi, ki smo jih pripravili v sklopu magistrske naloge 
Ligacija s HindIII rezanega plazmida pMW2 z rezanim fragmentom (gen za rezitenco proti gentamcinu) 
plazmidna DNA (pMW2 HindIII) 2 μL 
fragment DNA (Gm
r
 HindIII) 4 μL 
dH2O 2,5 μL 
10 × ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 1 μL 
DNA-ligaza T4 0,5 μL 
Se nadaljuje. 
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Nadaljevanje preglednice 12: Ligacije, ki smo jih naredili v sklopu magistrske naloge 
Ligacija s HindIII rezanega plazmida RK2 z rezanim fragmentom (gen za rezitenco proti gentamcinu) 
plazmidna DNA (RK2 HindIII) pelet 
fragment DNA (Gm
r
 HindIII) 7,5 μL 
5 × hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 2 μL 
DNA-ligaza T4 0,5 μL 
Ligacija s HindIII rezanega plazmida pMW2 z rezanim fragmentom (gena za sintezo kolicina E7 združenega z genom 
za rezstenco proti gentamicinu) 
plazmidna DNA (pMW2 HindIII) 5,5 μL 6 μL 
fragment DNA (Gm
r
+ColE7a HindIII) 2 μL 1,5 μL 
dH2O / / 
5 × hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 4 μL 2 μL 
DNA-ligaza T4 0,5 μL 0,5 μL 
Ligacija z VspI rezanega plazmida RK2-Gm z rezanim fragmentom (gena za sintezo kolicina E7) 
plazmidna DNA (RK2-Gm VspI) pelet pelet 8 μL 
fragment DNA (ColE7a NdeI) 7,5 μL 8,5 μL 7 μL 
5 × hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 2 μL / 4 μL 
10 × ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 / 1 μL / 
DNA-ligaza T4 0,5 μL 0,5 μL 1 μL 
Ligacija s HindIII rezanega plazmida RK2 z rezanim fragmentom (gena za sintezo kolicina E7 združenega 
z genom za rezstenco proti gentamicinu) 
plazmidna DNA (RK2 HindIII) pelet 8 μL 2 μL 
fragment DNA (Gm
r
+ColE7a HindIII) 7,5 μL 7 μL 1,5 μL 
dH2O / / 4,5 μL 
5 × hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 2 μL 4 μL / 
10 × ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 / / 1 μL 
DNA-ligaza T4 0,5 μL 1 μL 1 μL 
 
3.2.8 Ligacija z uporabo kompleta »HiFi DNA Assembly Master Mix« 
 
Komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« smo uporabili za sočasen vnos 
gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za kolicin E7 v plazmid pMW2 in RK2. 
Koncentracijo posameznega inserta smo izmerili z napravo NanoDrop in z orodjem 
»NEBiocalculator« preračunali ustrezne količine za pripravo reakcijske zmesi.  
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Preglednica 13: Priporočene vrednosti za reakcijsko zmes za sestavo 2-3 fragmentov 
Priporočene vrednosti za sestavo 2-3 fragmentov 
Priporočeno molarno razmerje DNA 
plazmid : insert = 1: 2 
insert (Gm
r
) : insert (ColE7a) = 2 : 1 
Skupna koncentracija fragmentov 
 
0,03 – 0,2 pmol 
X μL 
 
»NEBuilder Assembly Master Mix« 
 
10 μL 
dH2O 10–X μL 
Celotni volumen 20 μL 
 
Pripravljeno zmes smo inkubirali 50 min pri 50 °C. Po inkubaciji smo sestavljen pazmid 
RK2-Gm-ColE7a uporabili za direktno transformacijo v elektrokompetentne celice seva 
DH10B pUC19i. V primeru sestavljanja obeh insertov brez plazmida smo reakcijsko zmes 
uporabili za ustrezno matrico pri reakciji PCR. Z metodo PCR smo z začetnimi 
oligonukleotidi pRK2+Gm f in pRK2+ColE7a r namnožili insert sestavljen iz gena za 
rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7, z restrikcijskima mestoma 
HindIII in ga z ligacijo poskusili vstaviti v s HindIII rezan plazmid RK2 in pMW2. 
 
3.2.9 Etanolno obarjanje DNA 
 
Za lažje delo smo zmesi, ki smo jo želeli etanolno oboriti, dodali toliko dH2O, da smo 
dobili volumen 100 μL. Raztopini smo dodali 30 μL 10 M amonijevega acetata in  
2,5 volumna 100 % etanola ter premešali. Po 15 min inkubaciji pri –80 °C smo raztopino 
centrifugirali 10 min pri 4 °C in 14.000 vrt./min. Ves supernatant smo odstranili in pelet 
sprali z 1 mL 80 % etanola ter ponovno centrifugirali 2 min pri 14.000 vrt./min. S pipeto 
smo odstranili ves supernatant in pelet DNA posušili. Nazadnje smo DNA raztopili v 
poljubni količini pufra TE z dodano RNazo. Za 100 μL pufra TE smo dodali 1 μL RNaze s 




3.2.10.1 Priprava kemijsko kompetentnih celic DH10B pUC19i s CaCl2 in transformacija 
 
V 5 mL tekočega LB smo nacepili kolonijo DH10B pUC19i in inkubirali preko noči pri  
37 °C. Po inkubaciji smo 1 mL kulture prenesli v 100 mL svežega gojišča LB in inkubirali 
2 uri in pol, oziroma do OD600 = 0,35–0,4. Kulturo smo ohladili v ledeni kopeli 15 min in 
jo nato prenesli v dve ohlajeni centrifugirki. Centrifugirali smo 10 min pri 4.000 vrt/min in 
4 °C. Celice smo dvakrat sprali z ledeno hladno raztopino MgCl2-CaCl2 (80 mM, 20 mM) 
in nato še enkrat z ledeno hladno 0,1 M raztopino CaCl2. Pelet 50 mL prvotnega volumna 
kulture, smo na koncu resuspendirali v 1 mL ledeno hladnega pufru za shranjevane. Celice 
smo shranili do uporabe pri –80 °C kot 100-μL ali 40-μL alikvote. 
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Za transformacijo kemijsko kompetentnih celic smo uporabili metodo s toplotnim šokom. 
Celice smo odtalili na ledu in dodali 10 μL ligacijske zmesi oziroma 0,5 – 2 μL izoliranega 
plazmida, narahlo premešali ter inkubirali 20 min na ledu. Po inkubaciji smo 
transformacijsko zmes prenesli v vodno kopel ogreto na 42 °C, za natanko 90 s ter jo nato 
hitro prenesli ponovno na led in inkubirali nadaljnje 2 min. Po inkubaciji smo zmesi dodali 
1 mL na 37 °C predhodno ogretega gojišča SOC in kulturo stresali 1 h pri 37 °C. Kulturo 
smo centrifugirali in usedlino resuspendirali v 100 μL tekočega gojišča LB in nato 
razmazali na selektivna trda gojišča LB. Gojišča smo inkubirali preko noči pri 37 °C.  
 
Kemijsko transformacijo smo uporabili za vnos plazmida pMW2 z vstavljenim združenim 
insertom gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7. 
 
3.2.10.2 Priprava elektrokompetentnih celic Top10, DH10B in DH10B pUC19i ter 
elektroporacija 
 
1 mL prekonočne kulture E. coli Top10, DH10B in DH10B pUC19i smo nacepili v  
100 mL svežega tekočega gojišča LB in inkubirali približno 2 uri in pol oziroma do  
OD600 = 0,4–0,5. Kulturo smo ohladili v ledeni kopeli 15 min in jo nato prenesli v dve 
ohlajeni centrifugirki. Centrifugirali smo 10 min pri 4.000 vrt/min in 4 °C. Supernatant 
smo odlili in celice trikrat sprali z ledeno hladno vodo MQ. Sledilo je četrto spiranje z  
10 % (v/v) glicerolom. Usedlino smo na koncu resuspendirali v 200 μL 10 % (v/v) 
glicerola ter jih shranili pri –80 °C kot 100-μL ali 40-μL alikvote. Celice smo poskusili 
spirati tudi z 10 % glicerolom, saj naj bi to vplivalo na boljšo kompetenco celic.  
 
Elektroporacijo smo izvedli na več načinov: 
 
 VNOS LIGACIJSKE ZMESI pMW2-Gm (HindIII): 40 μL elektrokompetentnim 
celicam Top10 smo dodali 2 μL ligacijske zmesi; 
 VNOS LIGACIJSKE ZMESI RK2-Gm (HindIII) 1: 100 μL elektrokompetentnih 
celic DH10B™ ElectroMAX™ smo direktno dodali k celotni etanolno oborjeni 
ligacijski zmesi, da bi dosegli čim večjo koncentracijo DNA; 
 VNOS LIGACIJSKE ZMESI RK2-Gm (HindIII) 2: 100 μL elektrokompetentnim 
celicam DH10B smo dodali različne količine ligacijske zmesi, saj nismo želeli 
preseči celokupne koncentracije DNA (10 ng/μL) priporočljive za elektroporacijo; 
večja koncentracija bi lahko zmanjšala uspešnost elektroporacije; 
 VNOS LIGACIJSKE ZMESI RK2-Gm-ColE7a (VspI, NdeI) 1: 100 μL 
elektrokompetentnih celic DH10B™ ElectroMAX™, smo direktno dodali k celotni 
etanolno oborjeni ligacijski zmesi in 1 μL plazmida pUC19i; 
 VNOS LIGACIJSKE ZMESI RK2-Gm-ColE7a (VspI, NdeI) 2: 100 μL 
elektrokompetentnim celicam DH10B pUC19i, smo dodali različne količine 
ligacijske zmesi; 
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 VNOS SESTAVLJENEGA PLAZMIDA RK2-Gm-ColE7a, PRIPRAVLJENEGA 
S KOMPLETOM »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix«: 100 μL 
elektrokompetentnim celicam DH10B pUC19i smo dodali različne količine 
reakcijske zmesi; 
 VNOS SESTAVLJENEGA PRODUKTA RK2-Gm-ColE7a PRIPRAVLJENEGA 
S KOMBINACIJO KOMPLETA »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« 
IN LIGACIJE: 100 μL elektrokompetentnim celicam DH10B pUC19i, smo dodali 
različne količine ligacijske zmesi;  
 VNOS PLAZMIDA RK2 ZA KONTROLO KOMPETENCE CELIC: 40 μL 
elektrokompetentnim celicam smo dodali 1 μL 10 × rečenega plazmida RK2.  
 
Za elektroporacijo smo uporabili 0,1-cm elektroporacijske kivete in jo izvedli pri sledečih 
pogojih: napetost 1.700 V, časovna konstanta 5 ms, načinu O. Po elektroporaciji smo kar 
najhitreje dodali 1 mL na 37 °C predhodno ogretega gojišča SOC in kulturo stresali 1 h pri 
37 °C. Kulturo smo centrifugirali in pelet resuspendirali v 100 μL tekočega LB in nato 
razmazali na selektivna trda gojišča LB. Gojišča smo inkubirali preko noči pri 37 °C.  
 
3.2.11 Določitev restrikcijskega profila transformant z vstavljenim plazmidom  
RK2-Gm 
 
Izbranim transformantam smo z alkalno hidrolizo izolirali plazmidno DNA. Izolirano 
plazmidno DNA in plazmid RK2 smo rezali z encimi, kot je prikazano v preglednici 14. 
Restrikcijske zmesi smo inkubirali 15 min pri 37 °C. Uspešnost restrikcije smo preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo. 
 
Preglednica 14: Restrikcijske zmesi za določitev uspešnosti elektroporacije 
 Izolirana plazmidna DNA RK2-Gm Nativni plazmid RK2 
plazmidna DNA 3 μL 3 μL 3 μL 3 μL 3 μL 
FD BglII 0,5 μL 0,5 μL / / / 
FD EcoRI 0,5 μL / / / 0,5 μL 
FD EcoRV / / 0,5 μL 0,5 μL / 
10 × pufer FD  1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 
dH2O 5 μL 5,5 μL 5,5 μL 5,5 μL 5 μL 
 
3.2.12 Preverjanje aktivnosti kolicina E7 s testom kolicinogenosti 
 
Na plošče gojišča LB smo s sterilnimi zobotrebci prepikirali tiste kolonije, za katere smo 
želeli preveriti, če je transformacija plazmida z aktivnim genom za sintezo kolicina E7 
uspela. Napikirali smo tudi pozitivno kontrolo – sev ŽP, ki proizvaja kolicin E7 – ter 
negativno kontrolo – E. coli DH5α, ki ne proizvaja kolicinov. V 5 mL tekočega LB smo 
nacepili kolonijo indikatorski seva DH5α, ki je občutljiv na kolicin E7. Prepikirane plošče 
LB in nacepljeno tekoče gojišče LB smo inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan 
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smo lističe staničevine položili v stekleno petrijevko in jih prepojili s kloroformom. Ploščo 
s kolonijami smo namestili na pokrov s staničevino in kolonije na ploščah LB za 15 min 
izpostavili hlapom kloroforma. Lizirane bakterije smo nato pustili še dodatnih 15 min pri 
sobni temperaturi, da je kloroform popolnoma izhlapel. Medtem smo s segrevanjem 
raztopili 4 mL mehkega agarja v epruveti in ga nato ohladili v termobloku 10 min pri  
46 °C. Ohlajenemu mehkemu agarju smo dodali 200 μL kulture indikatorskega seva DH5α 
in ga prelili preko liziranih kolonij. Plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C in naslednji 




3.2.13.1 Konjugacija na plošči 
 
Metodo konjugacije na plošči smo uporabili pri prenosu plazmida RK2-Gm, ko je kot 
donor nastopal sev DH10B pRK2-Gm in kot recipient HB101, N4i in SE15. Kulturo 
donorja in recipienta smo razmazali enega preko drugega na eno ploščo trdnega gojišča LB 
in inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo s sterilno cepilno zanko postrgali 
konjugacijsko zmes ter bakterije na cepilni zanki razmazali do posameznih kolonij na 
selekcijsko gojišče LB z dodanimi antibiotiki. Za kontrolo selektivnosti plošč LB z 
dodanimi antibiotiki smo donorja in recipienta nacepili na posamezne selektivne plošče 
LB, kjer nismo pričakovali rasti. Vse plošče smo inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Transkonjugante smo ponovno precepili na sveža selektivna gojišča LB in inkubirali preko 
noči pri 37 °C.  
 
3.2.13.2 Konjugacija, kjer je P. aeruginosa L-995 nastopal kot recipient 
 
Konjugacijo, kjer je P. aeruginosa nastopal kot recipient, smo naredili po nekoliko 
modificiranem protokolu, opisanem v Inoue in sod. (2013). Posamezno kolonijo donorja 
smo nacepili v 5 mL tekočega LB in recipienta v 5 mL tekočega 1/3 LB ter inkubirali 
preko noči pri 37 °C in 180 vrt/min. Po inkubaciji smo kulturi centrifugirali in celice 
dvakrat sprali s tekočim 1/3 LB. Nato smo kulturi donorja in recipienta zmešali v razmerju 
1:1 in 1 mL konjugacijske zmesi nakapljali na trdno gojišče 1/3 LB ter inkubirali preko 
noči pri 37 °C Po inkubaciji smo s pufrom PBS sprali kulturo z gojišča ter naredili 
redčitveno vrsto in nato redčitve nacepili na selektivna gojišča. Poleg konjugacijske zmesi 
donorja in recipienta smo na trdna gojišča 1/3 LB ločeno nakapali 1 mL donorja in 
recipienta ter jih po inkubaciji nacepili na selektivna gojišča, kjer nismo pričakovali rasti. 
Po inkubacij smo prešteli kolonije in izračunali frekvenco konjugacije po enačbi: 
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3.2.14 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Prisotnost ustreznih fragmentov, pomnoženih s PCR, in uspešnost izolacije plazmida smo 
preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Glede na velikost fragmenta oziroma plazmida, 
smo pripravili 0,8 %, 1 % ali 1,5 % agarozni gel. Agarozni gel smo pripravili tako, da smo 
0,24 g (0,8 % gel), 0,3 g (1 % gel) ali 0,45 g (1,5 % gel) agaroze raztopili v 30 mL  
0,5 × pufru TBE. Ko se je gel rahlo ohladil, smo mu dodali 1,5 μL 10 mg/mL etidijevega 
bromida. Gel smo zlili v nosilec z vstavljenim glavničkom in pustili, da se ohladi ter ga 
nato prenesli v elektroforezno banjico in vse skupaj prelili z 0,5 × pufrom TBE. Odvisno 
od velikosti preučevanega fragmenta oziroma plazmida je sledil nanos 2 μL 1-kb ali  
100-bp lestvice. Standarda sta omogočila razpoznavanje približne velikosti namnoženih 
fragmentov. Pred nanosom vzorcev smo le-te zmešali z nanašalnim barvilom v razmerju 
5:1. Izjema so bili vzorci reakcij PCR, pri katerih smo uporabili »DreamTaq Green PCR 
Master Mix (2 ×)«, ki so imeli tako že dodano nanašalno barvilo. Elektroforeza je potekala 
pri 100–120 V/cm. Po elektroforezi je sledila detekcija z UV-presvetljevalnikom GeneBox. 
 
Poleg ustreznosti fragmentov, namnoženih z metodo PCR, in uspešnosti izolacije 
plazmida, smo agarozno gelsko elektroforezo uporabili tudi za: 
 preverjanje uspešnosti rezanja restrikcijskih encimov, kjer smo v primeru 
uspešnosti restrikcije plazmida lahko na gelu detektirali več lis različnih velikosti 
oziroma le linearno obliko plazmida; 
 ugotavljanje približne koncentracije rezanega plazmida in rezanega fragmenta, za 
kasnejši izračun ligacijske zmesi; 
 ugotavljanje uspešnosti transformacije z oblikovanjem restrikcijskega profila 
transformant. 
 
DNA lestvici, ki smo ju uporabili pri magistrskem delu, sta prikazani na sliki 9. 
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Slika 9: Lestvici uporabljeni pri magistrski nalogi 
1 kb DNA lestvica »GeneRuler™ 1 kb DNA« (levo); 100 bp DNA lestvica »GeneRuler™ 100 bp plus 




3.2.14.1 Ekstrakcija fragmenta iz agaroznega gela z uporabo kompleta »GeneJET Gel 
Extraction Kit« 
 
V predhodno stehtano mikrocentrifugirko smo prenesli izrezan del gela, kjer se nahaja 
želen fragment. Mikrocentrifugirko smo ponovno stehtali in izračunali maso gela z DNA. 
Za vsakih 100 mg agaroznega gela, smo dodali 100 μL vezavnega pufra. Gelsko zmes smo 
inkubirali 10 min pri 50–60 °C, oziroma dokler se gel ni popolnoma raztopil. Suspenzijo 
raztopljenega gela smo prenesli v kolono, ki je priložena h kompletu. Sledilo je 1 min 
centrifugiranje pri 14.000 vrt/min. Izpirek smo zavrgli. Na kolono smo nanesli 700 μL 
pufra za spiranje in centrifugirali 1 min pri 14.000 vrt/min. Izpirek smo ponovno zavrgli in 
ponovno centrifugirali, saj smo želeli popolnoma odstraniti vse ostanke pufra za spiranje. 
Kolono smo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko in v center kolone nakapali 20–50 μL 
elucijskega pufra ter 1 min centrifugirali pri 14.000 vrt/min.  
 
3.2.15 Priprava inserta gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo 
kolicina E7 
 
Z verižno reakcijo s polimerazo (ang. »PCR, Polymerase Chain Reaction) smo z začetnimi 
oligonukleotidi Gm-1 f in Gm-2 r pomnožili gen za rezistenco proti gentamicinu. Za 
matrično DNA smo uporabili lizat seva N4i (Gm
r
), ki ima v kromosom integriran gen za 
rezistenco proti gentamicinu. Začetna oligonukleotida imata na 5'-koncu prepoznavno 
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mesto za restrikcijsko endonukleazo HindIII, zato smo lahko pomnožen produkt PCR 
reakcije rezali s HindIII.  
 
S PCR smo z začetnimi oligonukleotidi ColE7a_NdeI f in ColE7a_NdeI r pomnožili gen za 
sintezo kolicina E7. Za matrično DNA smo uporabili lizat seva ŽP, ki ima na plazmidu 
pOX38 zapis za kolicin E7. Začetna oligonukleotida imata na 5'-koncu prepoznavno mesto 
za restrikcijsko endonukleazo NdeI, zato smo lahko pomnožen produkt PCR reakcije rezali 
z NdeI.  
 
3.2.16 Priprava plazmida pMW2-Gm 
 
Plazmid pMW2 smo izolirali iz bakterije E.coli DH5α pMW2, ki je del zbirke sevov 
Skupine za molekularno genetiko Oddelka za biologijo, po protokolu, opisanem v poglavju 
3.2.4.1. Uspešnost izolacije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. V nadaljevanju 
je sledila restrikcija z restrikcijskim encimom HindIII. Nastale restrikcijske fragmente 
(1488 bp in 2964 bp) smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo in nato fragment velikosti 
2964 bp iz agaroznega gela očistili z uporabo kompleta »GeneJET Gel Extraction Kit«. 
Očiščen fragment smo ligirali s HindIII rezanim pomnoženim genom za rezistenco proti 
gentamicinu z uporabo DNA-ligaze T4. Elektrokompetentne celice seva Top10, 
pripravljene po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.10.2, smo transformirali z ligacijsko 
zmesjo. Uspešnost transformacije smo preverili z izolacijo novonastalega plazmida 
pMW2-Gm, ki je služil za matrično DNA za PCR reakcijo z začetnimi oligonukleotidi za 
namnožitev gena za rezistenco proti gentamicinu.  
 
3.2.17 Priprava plazmida RK2-Gm 
 
Plazmid RK2 smo izolirali iz bakterije E.coli HB101 pRK2 po protokolu alkalne lize, ki je 
opisan v poglavju 3.2.4.2. Izoliran plazmid smo linearizirali z restrikcijsko endonukleazo 
HindIII. Uspešnost restrikcije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Lineariziran 
plazmid smo, z encimom alkalna fosfataza SAP, defosforilirali. Po defosforilaciji je sledila 
etanolna precipitacija DNA, saj smo želeli skoncentrirati DNA. Peletu DNA smo direktno 
dodali s HindIII rezan insert gena za rezistenco proti gentamicinu, 5 × ligacijski pufer in 
DNA-ligazo T4. Po ligaciji je ponovno sledila etanolna precipitacija DNA. Oborjeni DNA 
smo direktno dodali 100 μL komercialnih elektrokompetentnih celic DH10B™ 
ElectroMAX™ in izvedli elektroporacijo. Celice smo nacepili na selekcijska gojišča LB 
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3.2.18 Priprava plazmida RK2-Gm-ColE7a; PRVI PRISTOP 
 
Plazmid RK2-Gm ima prepoznavno mesto za endonukleazo VspI. Prepoznavno mesto za 
VspI se prav tako nahaja na insertu gena za sintezo kolicina E7, zato smo se odločili, da 
insert režemo z endonukleazo NdeI, s katero dobimo ustrezne štrleče konce za ligacijo 




Slika 10: Prikaz komplementarnih štrlečih koncev po restrikciji plazmida RK2 z VspI in inserta gena za 
sintezo kolicina E7 po restrikciji z NdeI 
 
 
Plazmid RK2-Gm smo izolirali iz pripravljenega seva E.coli DH10B pRK2-Gm, po 
protokolu, opisanem v poglavju 3.2.4.2. Izoliran plazmid RK2-Gm smo linearizirali z 
restrikcijsko endonukleazo VspI. Uspešnost restrikcije smo preverili z agarozno gelsko 
elektroforezo. Lineariziran plazmid smo, z encimom alkalna fosfataza SAP, defosforilirali. 
Po defosforilaciji je sledila etanolna precipitacija DNA. Peletu DNA smo direktno dodali z 
NdeI rezan, pomnožen insert gena za sintezo kolicina E7 in zmes ligirali z uporabo DNA-
ligazo T4. Ligacijsko zmes smo inkubirali pri različnih pogojih. Po ligaciji je ponovno 
sledila etanolna precipitacija DNA. Oborjeni DNA smo dodali 1 μL plazmida pUC19i in 
100 μL elektrokompetentnih celic DH10B™ ElectoMAX™ in izvedli elektroporacijo. 
Sestavljen konstrukt RK2-Gm-ColE7a smo poskusili transformirati tudi z uporabo 
elektrokompetentnih celic DH10B pUC19i, ki smo jih pripravili po protokolu, opisanem v 
poglavju 3.2.10.2, in jim dodali različne količine ligacijske zmesi. Celice smo nacepili na 
selekcijska gojišča LB Gm Tc. Kolicinsko aktivnost smo zraslim transformantam preverili 
s testom kolicinogenosti.  
 
3.2.19 Priprava plazmida RK2-Gm-ColE7a; DRUGI PRISTOP 
 
Metoda, z uporabo kompleta »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix«, nam 
omogoči sestavljanje večih fragmentov z izbranim vektorjem. Inserta, gen za rezistenco 
proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7 smo namnožili z uporabo začetnih 
oligonukleotidov pRK2+Gm f, pRK2+Gm r, Gm+ColE7a r, Gm+ColE7a f in 
pRK2+CoE7a r. Reakcijsko zmes smo pripravili po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.8. 
Po inkubaciji smo sestavljen produkt plazmid RK2-Gm-ColE7a uporabili za direktno 
transformacijo v elektrokompetentne DH10B pUC19i, pripravljene po protokolu opisanem 
VspI 5’ . . . AT              TAAT . . . 3’ 
 3’ . . . TAAT              TA . . . 5’ 
 
NdeI 5’ . . . CA              TATG . . . 3’ 
 3’ . . . GTAT              AC . . . 5’ 
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v poglavju 3.2.10.2. Celice smo nacepili na selekcijska gojišča LB Gm Tc. Elektroporacija 
je bila neuspešna, zato smo dve reakcijski zmesi združili in DNA etanolno oborili, saj smo 
želeli povečati koncentracijo DNA. Oborjeno DNA smo ponovno poskusili transformirati 
v elektrokompetentne DH10B pUC19i. 
 
3.2.20 Priprava plazmida RK2-Gm-ColE7a; TRETJI PRISTOP 
 
Komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« smo uporabili za združitev obeh 
insertov, gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7. Po inkubaciji 
smo reakcijsko zmes uporabili za matrično DNA, za pomnožitev fragmenta z začetnimi 
oligonukleotidi pRK2+Gm f in pRK2+ColE7a r. Ker smo s PCR metodo dobili tudi 
nespecifične pomnožke, smo ustrezno velik fragment očistili z gela, z uporabo kompleta 
»GeneJET Gel Extraction Kit«. Združena fragmenta smo cepili s HindIII, katerih 
prepoznavno mesto se je nahajalo na obeh straneh združenih fragmentov. Tako pripravljen 
insert je bil uporaben za vstavitev v s HindIII lineariziran plazmid RK2, z ligacijo z DNA-
ligazo T4. Ligacijsko zmes smo transformirali v elektrokompetentne celice DH10B 
pUC19i, pripravljene po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.10.2. Celice smo nacepili na 
selekcijska gojišča LB Gm Tc.  
 
3.2.21 Priprava plazmida pMW2-Gm-ColE7a 
 
Združena fragmenta, ki smo ju pripravili z uporabo kompleta »NEBuilder HiFi DNA 
Assembly Master Mix«, smo cepili s HindIII in tako pripravljen insert je bil uporaben za 
vstavitev v s HindIII lineariziran plazmid pMW2, z ligacijo z DNA-ligazo T4. Ligacijsko 
zmes smo transformirali v kemijsko kompetentne celice DH10B pUC19i, pripravljene po 
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4.1 POMNOŽEVANJE GENA ZA REZISTENCO PROTI GENTAMICINU IN GENA 
ZA SINTEZO KOLICINA E7 Z METODO PCR 
Inserta gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7 smo pripravili 
po postopku, opisanem v poglavju 3.2.15. Uspešnost PCR reakcije smo preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo. S primerjavo s standardom smo potrdili, da se je namnožil 
želeni del DNA, saj sta se pomnožka nahajala na pričakovanih višinah.  
 
4.2 PREVERJANJE RESTRIKCIJSKIH MEST ZNOTRAJ INSERTOV GENA ZA 
REZISTENCO PROTI GENTAMICINU IN GENA ZA KOLICIN E7 
Rezultata gelske elektroforeze po restrikciji insertov gena za rezistenco proti gentamicinu 
in gena za sintezo kolicina E7 sta prikazana na sliki 11. 
 
 
Slika 11: Slika gela elektroforeze pomnožkov PCR za namnožitev gena za rezistenco proti gentamicinu in 
gena za sintezo kolicina E7 in restrikcije gena za rezistenco proti gentamicinu s HindIII ter restrikcije gena za 
sintezo kolicina E7 z NdeI 
(A) 100 bp lestvica, »GeneRuler™ 100 bp plus DNA«; (B) s PCR namnožen gen za rezistenco proti 
gentamicinu; (C) gen za rezistenco proti gentamicinu po restrikciji s HindIII; (D) s PCR namnožen gen za 
sintezo kolicina E7; (E) gen za sintezo kolicina E7 po restrikciji s NdeI; (F) 100 bp lestvica, »GeneRuler™ 
100 bp pus DNA« 
 
 A           B         C            D         E           F 
 A           B         C            D           E           F 
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Po pričakovanju smo z restrikcijo potrdili, da inserti nimajo restrikcijskega mesta znotraj 
gena za sintezo ColE7 in gena za rezistenco proti gentamicinu, saj pri rezanih fragmentih 
ni dodatnih lis. Inserta sta bila uporabna za nadaljnje delo.  
 
4.3 PREVERJANJE USPEŠNOSTI IZOLACIJE PLAZMIDNE DNA IN 
RESTRIKCIJE PLAZMIDOV pMW2 in RK2 
4.3.1 Izolacija in restrikcija plazmida pMW2 
 
Plazmid pMW2 smo izolirali iz seva ID 43. Gre za sev DH5α s plazmidom pMW2. Slika 
12 prikazuje uspešnost izolacije plazmida pMW2 in restrikcije s HindIII.  
 
Slika 12: Slika gela elektroforeze izoliranega plazmida pMW2 in restrikcije s HindIII  
(A) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (B) pMW2 po restrikciji s HindIII; (C) pMW2  
 
Uspešnost čiščenja z gela, 2964 bp velikega framenta, smo ponovno preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo ter v nadaljevanju ocenili, koliko plazmidne DNA potrebujemo za 
ligacijo.  
 
4.3.2 Izolacija in restrikcija plazmida RK2 in RK2-Gm 
 
Z metodo izolacije z alkalno lizo smo v primerjavi z drugimi metodami, izolirali največjo 
količino plazmidne DNA. Kot vir plazmida RK2 smo uporabili sev HB101 pRK2. Kot vir 
plazmida RK2-Gm pa smo uporabili sev DH10B pRK2-Gm, ki smo ga pripravili v tej 
  A           B          C 
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magistrski nalogi. Po izolaciji je sledila restrikcija z restrikcijskim encimom HindIII 
oziroma VspI, v primeru restrikcije plazmida RK2-Gm. Uspešnost restrikcije smo preverili 
z agarozno gelsko elektroforezo. 
 





Slika 13: Slika gela elektroforeze izoliranega plazmida RK2 z alkalno lizo in restrikcija z encimom HindIII v 
dveh paralelkah 
(A) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (B) plazmid RK2 1; (C) plazmid RK2 1 po restrikciji s HindIII; 
(D) plazmid RK2 2; (E) plazmid RK2 2 po restrikciji s HindIII; (F) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA« 
 
Restrikcija je bila uspešna, saj je v primerjavi z nerezanim plazmidom po restrikciji le-ta 
prešel v linearno obliko in ne nastopa v več konformacijah.  
 
 
     A        B        C        D       E         F   
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4.4 PREVERJANJE USPEŠNOSTI VSTAVITVE GENA ZA REZISTENCO PROTI 
GENTAMICINU V PLAZMID pMW2 
Po elektroporaciji ligacijske zmesi pMW2-Gm (HindIII) v elektrokompetentne celice 
Top10 smo uspeli pridobiti nekaj kolonij. Transformante smo precepili na sveža selektivna 
gojišča LB Gm in po prekonočni inkubaciji iz posameznih transformant s kompletom 
»GeneJET Plasmid Miniprep Kit« izolirali plazmidno DNA. Uspešnost vstavitve gena za 
rezistenco proti gentmicinu smo potrdili s PCR. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili lizat 
seva N4i (Gm).  
 
 
4.5 PREVERJANJE USPEŠNOSTI VSTAVITVE GENA ZA REZISTENCO PROTI 
GENTAMICINU V PLAZMID RK2 
4.5.1 Določitev restrikcijskega profila transformant z vstavljenim plazmidom  
RK2-Gm 
 
Z elektroporacijo v elektrokompetentne DH10B™ ElectroMAX™ smo uspeli pridobiti 11 
kolonij. Kolonije smo nacepili na sveža selektivna gojišča LB Gm. Iz izbranih 
transformant smo z alkalno lizo izolirali plazmidno DNA. Izolirano plazmidno DNA smo 
uporabili za oblikovanje restrikcijskega profila transformant. 
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Slika 14: Restrikcijski profil izolirane plazmidne DNA iz izbranih transformant po elektroporaciji ligacijske 
zmesi RK2-Gm(HindIII) v elektrokompetentne celice DH10B™ ElectroMAX™, v primerjavi z 
restrikcijskim profilom nativnega plazmida RK2 
(A) restrikcija plazmidne DNA z BglII; (B) restrikcija plazmidne DNA z BglII in EcoRI; (C) 1kb lestvica, 
»GeneRuler™ 1kb DNA«; (D) restrikcija nativnega plazmida RK2 z EcoRV; (E) restrikcija plazmidne DNA 
z EcoRV 
 
Prepoznavno mesto BglII se nahaja v zaporedju gena za rezistenco proti gentamicinu in na 
plazmidu RK2, zato pri restrikciji plazmidne DNA izolirane iz transformant, katerim smo 
uspeli transformirati plazmid RK2-Gm, nastaneta dva fragmenta. Pri dodatni restrikciji z 
EcoRI, ki ima prepoznavno mesto v plazmidu RK2, pridobimo tri fragmente. S primerjavo 
restrikcijskega profila, z encimom EcoRV rezane izolirane plazmidne DNA transformant in 
rezanega nativnega plazmida RK2, ugotovimo, da dobimo dodaten fragment, ki je 
posledica dodatnega prepoznavnega mesta v zaporedju gena za rezistenco proti 
gentamicinu. Zaključimo lahko, da smo v plazmid RK2 uspešno vstavili gen za rezistenco 
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4.5.2 Določitev orientacije vstavitve gena za rezistenco proti gentamicinu v plazmid 
RK2 
 
Uspešnost vstavitve gena za rezistenco proti gentamicinu smo dodatno potrdili z reakcijo 
PCR, pri kateri smo uporabili set začetnih oligonukleotidov, ki nalegajo na gen za 
rezistenco proti kanamicinu v plazmidu RK2. Za negativno kontrolo smo uporabili lizat 
seva HB101 pRK2. V primeru vstavitve gena za rezistenco proti gentamicinu, se bo 
pomnožek povečal, saj se je v mesto HindIII, ki se nahaja v zaporedju gena za rezistenco 
proti kanamicinu, vstavil insert gena za rezistenco proti gentamicinu.  
Slika 15: Slika gela elektroforeze pomnožkov PCR z začetnimi oligonukleotidi pRK2 + Kn f in pRK2 + Kn r 
(A) plazmidna DNA izolirana iz transformante po elektroporaciji ligacijske mešanice RK2-Gm (HindIII) v 
elektrokompetenctne celice DH10B™ ElectroMAX™; (B) lizat HB101 pRK2; (C) 1kb lestvica, 
»GeneRuler™ 1kb DNA« 
 
 
Na podlagi slike 15 lahko potrdimo, da smo v plazmid RK2 uspešno vstavili gen za 
rezistenco proti gentamicinu.  
 
Sestavljen konstrukt RK2-Gm v sevu DH10B smo s konjugacijo želeli prenesti v sev 
Nissle 1917. Ugotovili smo, da je vstavitev gena za rezistenco proti gentamicinu vplivala 
na sposobnost prenosa plazmida, saj je bila konjugacija uspešna samo z dvema, od skupno 
11 transformant. Želeli smo ugotoviti, če je različna orientacija vstavitve gena za 
rezistenco proti gentamicinu vplivala na sposobnost konjugacije. Naredili smo stični PCR 
za dve transformanti, ki sta ohranili sposobnost konjugacije (1, 5) in eno transformanto, ki 
ni ohranila sposobnosti konjugacije (8). Uporabili smo različne kombinacije štirih začetnih 
   A              B             C            
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oligonukleotidov, ki nalegajo na plazmid RK2 in insert gena za rezistenco proti 
gentamicinu in s tem ugotovili orientacijo.  
 
Preglednica 15: Pari oligonukleotidov, uporabljenih za določitev orientacije vstavljenega gena za rezistenco 
proti gentamicinu, in rezultati PCR reakcije z izbranimi pari začetnih oligonukleotidov 
Set oligonukleotidov v reakcijski zmesi DH10B pRK2 (8) DH10B pRK2 (5) DH10B pRK2 (1) 
pRK2+Kn f 
1 / pomnožek / 
Gm-1 f 
pRK2+Kn f 
2 / / pomnožek 
Gm-2 r 
pRK2+Kn r 
3 pomnožek / pomnožek 
Gm-1 f 
pRK2+Kn r 




Slika 16: Slika gela elektroforeze pomnožkov PCR z oligonukleotidi pRK2+Kn f, pRK2+Kn r, Gm-1 f in  
Gm-2 r 
(A) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (B) set 1, sev 1; (C) set 1, sev 5; (D) set 1, sev 8; (E) set 1, voda; 
(F) set 2, sev 1; (G) set 2, sev 5; (H) set 2, sev 8; (I) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«, (J) set 2, voda; 
(K) set 3, sev 1; (L) set 3, sev 5; (M) set 3, sev 8; (N) set 3, voda; (O) set 4, sev 1; (P) set 4, sev 5; (R) 1kb 
lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (S) set 4, sev 8; (T) set 4, voda 
 
  A     B      C      D      E       F      G     H   
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Nespecifične pomnožke smo dobili tudi pri negativni kontroli reakcijske zmesi 3, a to ne 
vpliva na interpretacijo rezultatov, saj se ne nahajajo na isti višini kot želen pomnožek. 
Nespecifičen pomnožek približne velikosti 350 bp izvira iz kontaminacije reakcijske 
zmesi.  
 
Dve transformanti (1, 5), ki sta ohranili sposobnost konjugacije, sta imeli med seboj 
različno orientiran insert gena za rezistenco proti gentamicinu. Insert gena za rezistenco 
proti gentamicinu se je vstavil v smer prepisovanja kanamicinske rezistence in pri drugi 
transformanti proti smeri prepisovanja kanamicinske rezistence. Orientacija vstavitve gena 
za rezistenco proti gentamicinu ni vplivala na sposobnost konjugacije. Pri transformanti, ki 
je izgubila sposobnost konjugacije, se je insert gena z zapisom za rezistenco proti 
gentamicinu, vstavil v smeri prepisovanja kanamicinske rezistence, vendar tega nismo 
uspeli dokazati z obema paroma začetnih oligonukleotidov. To pojasnjuje tudi dejstvo, da z 
začetnimi okligonukleotidi, ki nalegajo na gen za rezistenco proti gentamicinu (podatki 
niso prikazani), nismo dobili pomnožka. Zaključili smo, da se je pri transformanti, ki ni 
bila sposobna konjugacije, gen za rezistenco proti gentamicinu vstavil nepravilno in 
negativno vplival na konjugacijo. 
 
4.6 PREVERJANJE USPEŠNOSTI VSTAVITVE GENA ZA SINTEZO KOLICINA E7 
V PLAZMID RK2-Gm 
Po elektroporaciji ligacijske zmesi sestavljenega konstrukta RK2-Gm-ColE7a in sočasnim 
vnosom plazmida pUC19i v elektrokompetentne celice DH10B™ ElectroMAX™ nismo 
na selekcijskem gojišču LB Ap Gm dobili nobene kolonije, pri kateri bi s testom 
kolicinogenosti dokazali kolicinsko aktivnost. Del celic smo nacepili tudi na gojišče LB 
Ap in tako pridobili transformante DH10B z vstavljenim plazmidom pUC19i. Uspešnost 
transformacije plazmida pUC19i smo preverili z metodo PCR. Naključno izbrano kolonijo, 
iz katere smo uspešno pomnožili gen imm, ki kodira protein imunosti, smo v nadaljevanju 
uporabili za pripravo elektrokompetentnih in kemijsko kompetentnih celic. Kompetenco 
celic smo preverili tako, da smo izvedli elektroporacijo z 1 μL 10 × redčenega izoliranega 
plazmida RK2. Selekcijska plošča LB Tc je bila popolnoma prekrita s kolonijami, zato 
lahko zaključimo, da so bile celice ustrezno pripravljene. Elektrokompetentne in kemijsko 
kompetentne celice DH10B pUC19i smo v nadaljevanju uporabili za elektroporacije z 
ligacijskimi zmesmi, ki so bile pripravljene pod različnimi pogoji. Noben od pogojev 
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4.7 PREVERJANJE USPEŠNOSTI VSTAVITVE INSERTA ZDRUŽENEGA GENA 
ZA SINTEZO KOLICINA E7 Z GENOM ZA REZISTENCO PROTI 
GENTAMICINU V PLAZMID RK2-Gm Z UPORABO KOMPLETA »NEBuilder 
HiFi DNA Assembly Master Mix« 
Z oligonukleotidi, ki smo jih oblikovali za uporabo skupaj s kompletom »NEBuiler HiFi 
DNA Assembly Master Mix«, smo uspešno namnožili vse tri inserte; insert gena za 
rezistenco proti gentamicinu s prekrivajočimi regijami s plazmidom RK2, insert gena za 
rezistenco proti gentamicinu s prekrivajočimi regijami s plazmidom RK2 in genom za 
sintezo kolicina E7, ter insert gena za sintezo kolicina E7 s prekrivajočimi regijami s 
plazmidom RK2 in genom za rezistenco proti gentamicinu. 
 
Slika 17: Slika gela pomnožkov PCR fragmentov gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo 
kolicina E7 
(A) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (B) uporabljen par začetnih oligonukleotidov pRK2+Gm f in  
pRK2+Gm r; (C) uporabljen par začetnih oligonukleotidov Gm+ColE7a f in pRK2+ColE7a r; (D) uporabljen 
par začetnih oligonukleotidov pRK2+Gm f in Gm+ColE7a r 
 
Z drugim pristopom, opisanim v poglaju 3.2.19, nismo bili uspešni. S kompletom 
»NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« smo poskusili vstaviti tudi insert gena za 
rezistenco proti gentamicinu s prekrivajočimi regijami s plazmidom RK2, saj smo želeli 
preveriti, ali je za neuspešnost kriva velikost inserta združenega gena za rezistenco proti 
gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7. Tudi tokrat nismo bili uspešni.  
 A         B        C        D 
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Komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« smo pri tretjem pristopu uporabili 
za združitev obeh insertov, gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina 
E7. Združitev obeh insertov je bila uspešna, a smo s PCR metodo dobili tudi nespecifične 
pomnožke, zato smo ustrezno velik fragment očistili z gela z uporabo kompleta »GeneJET 
Gel Extraction Kit«. 
 
Slika 18: Slika gela elektroforeze pomnoženega fragmenta, sestavljenega iz gena za rezistenco proti 
gentamicinu, in gena za sintezo kolicina E7 
(A) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (B), (C) pomnožen fragment, sestavljen iz gena za rezistenco 
proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7 
 
Sestavljen fragment smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.20. 
Elektroporacija ni bila uspešna, saj nismo pridobili nobene kolonije. 
 
4.8 PREVERJANJE USPEŠNOSTI VSTAVITVE INSERTA ZDRUŽENEGA GENA 
ZA SINTEZO KOLICINA E7 Z GENOM ZA REZISTENCO PROTI 
GENTAMICINU V PLAZMID pMW2 Z UPORABO KOMPLETA »NEBuilder 
HiFi DNA Assembly Master Mix« 
Združena fragmenta gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7, ki 
smo ju pripravili z uporabo kompleta »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« smo 
cepili s HindIII in pripravljen insert ligirali s HindIII rezanim plazmidom pMW2 ter 
ligacijsko mešanico transformirali v kompetentne DH10B pUC19i. Transformacija je bila 
uspešna, saj smo pridobili tri kolonije.  
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4.8.1 Preverjanje uspešnosti vstavitve inserta združenega gena za sintezo kolicina 
E7 z genom za rezistenco proti gentamicinu 
 
Z začetnimi oligonukleotidi ColE7a_NdeI f in ColE7a_NdeI r in Gmr-1 f in Gmr-1 r smo 
želeli potrditi vstavitev inserta v plazmid pMW2.  
 
 
Slika 19: Slika gela elektroforeze, pomnoženega gena za sintezo kolicina E7 iz treh transkonjugant 
(A) 1kb lestvica, »GeneRuler™ 1kb DNA«; (B), (C), (D) tri transformante; (E) pozitivna kontrola, lizat ŽP; 
(F) negativna kontrola, voda 
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Slika 20: Slika gela elektroforeze pomnoženega gena za rezistenco proti gentamicinu iz treh transfonjugant 
(A) 1 kb lestvica, »GeneRuler™ 1 kb DNA«; (B), (C), (D) tri transformante; (E) pozitivna kontrola, lizat 
N4i; (F) negativna kontrola, voda 
 
 
Potrdili smo, da imajo vse tri transformante vstavljen gen za rezistenco proti gentamicinu 
in da imata dve vstavljen gen za sintezo kolicina E7. Test kolicinogenosti je pokazal, da 
kolicinsko aktivnost kaže le ena transkonjuganta, vendar je ta nekoliko manjša v primerjavi 
s pozitivno kontrolo seva ŽP. Uspeli smo transformirati plazmid pMW2-Gm-ColE7a. 
 
4.9 DOLOČITEV FREKVENCE KONJUGACIJE PLAZMIDA RK2 IN  
RK2-Gm 
Preglednica 16 prikazuje rezultate konjugacij plazmida RK2 in RK2-Gm iz različnih sevov 
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Preglednica 16: Frekvence konjugacije plazmidov RK2 in RK2-Gm 
Donor × recipient Frekvenca konjugacije* 
HB101 pRK2 × L-995 (5,7 ± 1,3) × 10
–6
  
HB101 pRK2-Gm × L-995 (6,0 ± 0,6) × 10
–6
  
DH10B pRK2-Gm × L-995 (6,2 ± 3,2) × 10
–6
  
N4i pRK2-Gm × L-995 (3,4 ± 1,9) × 10
–6
  
SE15 pRK2-Gm × L-995 (3,2 ±1,4) × 10
–5
  
*Podana je povprečna frekvenca konjugacije, izračunana iz treh ponovitev. Kot mero variabilnosti rezultatov 
smo uporabili standardno napako. 
 
Konjugacije plazmida RK2 in RK2-Gm, kjer je P. aeruginosa L-995 nastopal kot 
recipient, so bile uspešne. Frekvence konjugacije s plazmidom RK2 in RK2-Gm so bile 
primerljive, saj vstavitev selekcijskega označevalca, rezistence proti gentamicinu, ni 
vplivala na frekvenco konjugacije. Frekvenca konjugacije je bila pri komenzalnem sevu 
SE15 z vstavljenim plazmidom RK2-Gm višja (okoli 10
–5
) v primerjavi s frekvenco 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
Prekomerna uporaba in zloraba antibiotikov je privedla do razvoja odpornih sevov, proti 
katerim obstaja le malo načinov zdravljenja. Med težko ozdravljive okužbe spadajo tudi 
okužbe, ki jih povzroča bakterija P. aeruginosa. Za bakterijo P. aeruginosa smo zato želeli 
pripraviti, na konjugaciji temelječ, protimikrobni dejavnik. S takšnim pristopom lahko 
kolicine, katerih delovanje je sicer omejeno na ozke sorodne bakterije rodovov 
Escherichia, Salmonella in Shigella, uporabimo tudi kot protimikrobne snovi proti sevom, 
ki na svoji površini nimajo receptorev za vstop kolicina. Erjavec in sod. (2015) so že 
uspešno oblikovali rekombinantni sev Nissle 1917, ki ima na plazmidu pOX38 zapis za 
protimikrobni dejavnik, bakteriocin kolicin E7 in dokazali njegovo uporabo proti 
uropatogenim sevom E. coli. Za osnovo, na konjugaciji temelječega, protimikrobnega 
dejavnika, smo si izbrali konjugativni plazmid RK2, ki je obstojen v večini po Gramu 
negativnih bakterijah. Zaradi sposobnosti konjugacije in obstojnosti, je plazmid RK2 
idealni vektor za genetske manipulacije v bakterijah (Kolatka in sod., 2010).  
 
Plazmid RK2 smo izolirali iz seva HB101 pRK2 z metodo alkalne lize, ki se je izkazala za 
najuspešnejšo. S kompleti za izolacijo plazmidne DNA nismo uspeli izolirali dovolj velike 
količine plazmida RK2 za nadaljnje delo. Predvidevali smo, da se razlog skriva v velikosti 
RK2 in zasnovi komercialnih kompletov, ki so dizajnirani za hitre izolacije plazmidov, ki 
se uporabljajo v rutinskem delu in so navadno manjši, do 10.000 bp veliki plazmidi. Ker se 
plazmid RK2 v celici nahaja v manjšem številu kopij, 4–8 kopijah, je bil ključen začetni 
volumen prekonočne bakterijske kulture, iz katere smo izolirali plazmid. Za izolacijo z 
alkalno lizo smo uporabili približno 5 mL začetne bakterijske kulture. Tekom izolacije, 
vzorca nikoli nismo mešali na mešalu in prekomerno pipetirali, temveč smo vsebino 
premešali z rahlim obračanjem. Tako smo zmanjšali možnost morebitnih poškodb 
plazmida zaradi mehanskih sli.  
 
Ker je bakterija P. aeruginosa odporna proti večim antibiotikom, smo si za selekcijski 
označevalec izbrali antibiotik gentamicin, ki se uporablja za zdravljenje okužb z bakterijo 
P. aeruginosa. Gen za rezistenco proti gentamicinu smo namnožili z začetnimi 
okligonukleotidi, ki imajo na 5'-koncu prepoznavno mesto za restrikcijsko endonukleazo 
HindIII. Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov smo vedno, na 5'-konec, poleg 
prepoznavnega mesta, dodali še sponko 2–3 nukleotidov, ki so nujni za delovanje 
restrikcijskih encimov, endoukleaz, katere prepoznajo restrikcijsko mesto le znotraj 
zaporedja. Pomnoževanje gena za rezistenco proti gentamicinu je uspelo brez težav.  
 
Preden smo se lotili transformacije plazmida RK2-Gm v elektrokompetentne celice 
DH10B, smo za kontrolo transformacije uporabili plazmid pMW2, saj je delo z njim veliko 
lažje, predvsem na račun njegove velikosti, 4.452 bp. Želeli smo dokazati, da se z izbranim 
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pristopom, da vstaviti aktiven gen za rezistenco proti gentamicinu. Kot ključen del za 
uspešno elektroporacijo se je izkazala priprava elektrokomptentnih celic. Za maksimalen 
prevzem DNA je pomembno, v kateri fazi rasti bakterijskih celic izvedemo transformacijo. 
Znano je, da celice dosežejo najboljšo kompetentno stanje v zgodnji eksponetni fazi rasti 
(Wu in sod., 2010). Izbrane seve, ki smo jih uporabili pri magistrski nalogi, smo gojili do 
optične gostote OD600 = 0,4–0,5. Na plazmidu pMW2 se prav tako nahaja prepoznavno 
mesto za restrikcijsko endoukleazo HindIII, zato smo lahko pripravljen insert gena za 
rezistenco proti gentamicinu z restrikcijskimi mesti HindIII, uporabili pri obeh plazmidih. 
Transformacija konstruiranega plazmida pMW2-Gm je uspela, zato smo se lotili priprave 
plazmida RK2-Gm.  
 
Po več neuspelih poskusih se je za uspešnega izkazal postopek, opisan v poglavju 3.2.17. 
Po elektroporaciji smo dobili 11 transformant. Ker je plazmid RK2 velik 60.095 bp, 
pomeni, da bo kljub navidezni visoki koncentraciji DNA v vzorcu nastopal v relativno 
majhnem številu kopij. Zato smo med vsakim korakom DNA etanolno oborili, saj smo 
želeli pri ligaciji in transformaciji uporabiti celoten volumen defosoriliranega plazmida 
oziroma ligacijske zmesi in s tem povečati število kopij plazmida RK2, ki jih bomo 
poskusili transformirati. Količina ligacijske zmesi za elektroporacijo je sicer omejena na  
1–2 μL, zaradi prisotnih soli v reakcijskem pufru, ki negativno vplivajo na uspešnost 
elektroporacije, zato je bil korak etanolnega obrajanja DNA nujen. Vnos plazmida RK2-
Gm smo večkrat poskusili tudi z v laboratoriju pripravljenimi elektrokompetentnimi 
celicami, vendar nismo dobili transformant. Elektrokompetentne celice smo sicer pripravili 
z visoko mero natančnosti, saj vemo, da je sama priprava ena izmed ključnih stopenj, ki 
vpliva na uspešnost elektroporacije. Doseči smo želeli optimalno število spiranj, s katerimi 
popolnoma odstranimo komponente gojišč, a obenem ne izgubimo prevelike količine celic, 
saj je gostota celic tudi eden izmed parametrov, ki vplivajo na učinkovitost transformacije. 
Samo kompetenco smo preverili z vnosom nativnega plazmida RK2 in dobili plošče, 
skoraj povsem prekrite s kolonijami, zato lahko zaključimo, da smo pripravili dobre 
elektrokompetentne celice. Velikost plazmidne DNA pri elektroporaciji v seve E. coli, ki 
nima vpliva na uspešnost elektroporacije, je omejena na 100 kb. Plazmid RK2 je resda 
manjši in smo ga tudi uspešno transformirali v pripravljene elektrokomptetentne celice, a 
se je učinkovitost elektroporacije drastično zmanjšala, ko smo plazmid linearizirali in  
re-ligirali ter ga želeli ponovno transformirati. Na selektivnih ploščah smo dobili le par 
kolonij, ki pa so verjetno posledica nerezanega plazmida, ki se je sočasno transformiral. 
 
Vseh 11 transformant smo testirali na sposobnost konjugacije. Ugotovili smo, da je vnos 
gena za rezistenco proti gentamicinu v mesto HindIII, vplival na sposobnost konjugacije 
(konjugacija ni potekla). Predpostavli smo, da je pri transformanti, ki je izgubila 
sposobnost konjugacije, očitno na 3'-koncu prišlo do nepravilnega vstavljanja, kar je 
posledično motilo tudi konjugacijo. Mesto HindIII se sicer nahaja v okolici regije tra, kjer 
se nahajajo zapisi potrebni za konjugacijo. 
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Pripravljen sev DH10B pRK2-Gm, sposoben konjugacije, smo v nadaljevanju uporabili 
kot donor plazmida RK2-Gm, ki smo ga v postopku konjugacije prenesli v različne seve E. 
coli in z njimi vršili konjugacijo, kjer je kot recipient nastopala bakterija P. aeruginosa. 
Ugotovili smo, da vnos pravilno vstavljenega selekcijskega označevalca, ne glede na 
orientacijo, ni vplival na frekvenco konjugacije. Frekvenca konjugacije se je v primerjavi z 
laboratorijskima sevoma DH10B in HB101 ter komenzalnim sevom Nissle 1917, zvišala 
pri uporabi donorskega komenzalnega seva SE15. Zakaj se pojavljajo razlike v frekvenci 
konjugacij med posameznimi sevi, še ni znano. Glede na to, da je za konjugacijo nujen 
neposreden celični stik, lahko na frekvenco konjugacije vpliva tudi sestava celične stene. 
Glavni gradniki zunanjega dela celične stene po Gramu negativnih bakterij so 
lipopolisaharidi, ki bakteriji zagotavljajo zaščitno funkcijo in so zato nepogrešljivi za 
preživetje bakterij v različnih habitatih. Struktruna komponenta lipopolisaharidov je lipid 
A, na katerega se veže oligosaharid sredice, nanj pa O-antigen, ki je zelo variabilen. 
Sestava lipopolisharidov se lahko razlikuje že med različnimi sevi znotraj ene vrste 
(Steimle in sod., 2016). Zaradi podobnosti v sestavi zunanje celične stene, lahko v procesu 
konjugacije nastopajo podobne interakcije z recipientsko celico in bo zato tudi frekvenca 
konjugacije primerljiva.  
 
V drugem delu magistrske naloge smo želeli v pripravljen plazmid RK2-Gm vstaviti zapis 
za sintezo toksina – bakteriocina kolicina E7. Odločili smo se za restrikcijsko mesto VspI, 
ki se na plazmidu RK2-Gm nahaja v genu za rezistenco proti ampicilinu. Pri 
elektroporaciji smo uporabili komercialno dostopne elektrokomptenentne celice DH10B™ 
ElectroMAX™. Pri prvem pristopu smo pridobili nekaj kolonij. Zrasle kolonije smo 
testirali s testom kolicinogenosti in ugotovili, da nobena od transfomant nima vstavljenega 
gena za kolicin E7, kar pomeni, da se je prenesel nerezan plazmid oziroma re-ligiran 
plazmid RK2-Gm. Prvi pristop za pripravo konstrukta RK2-Gm-ColE7a ni bil uspešen, kar 
bi lahko pripisali temu, da izbrano mesto VspI na plazmidu RK2-Gm ni bilo primerno, 
zaradi morebitnih mehanskih ovir, ki preprečijo samo vstavljanje inserta.  
 
Drugi pristop konstrukcije plazmida RK2-Gm-ColE7a je zajemal uporabo kompleta 
»NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix«. Protokol nas je omejeval s priporočeno 
koncentracijo DNA, ki jo uporabimo v reakcijski zmesi. Ta je zelo nizka, 0,03–0,2 pmol in 
bi bila lahko ena izmed razlogov, zakaj je bila elektroporacija neuspešna.  
 
Pri tretjem pristopu smo komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« uporabili 
za sestavljanje obeh insertov in v nadaljevanju, sestavljen insert iz gena za rezistenco proti 
gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7, uporabili za matrično DNA v PCR reakciji. 
Sestavljen insert smo želeli vstaviti v mesto HindIII, ki se nahaja na plazmidu RK2 in 
pMW2. Mesto HindIII se je že izkazalo za primerno. S tem pristopom smo uspešno 
sestavili fragment iz gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7. 
Za kontrolo ligacije in transformacije smo ponovno uporabili plazmid pMW2. Po 
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transformaciji v DH10B pUC19i smo pridobili tri transfromante in dvema potrdili vnos 
gena za rezistenco proti gentamicinu in gena za sintezo kolicina E7. Test kolicinogenosti je 
pokazal, da kolicinsko aktivnost kaže le ena transkonjuganta, ki je bistveno manjša od 
kolicinske aktivnosti ŽP seva, ki nam je služil kot kontrola. Uspešnost transformacije je 
bila zelo nizka tudi z manjšim plazmidom pMW2. Lahko je sinteza kolicina za celico 
preveliko breme in zato niso rastle.  
 
Ko smo potrdili, da s tretjim pristopom lahko vnesemo sestavljen fragment v želen 
plazmid, smo se lotili konstrukcije plazmida RK2-Gm-ColE7a. Ligacijske zmesi smo 
pripravili po različnih postopkih, vendar nismo uspeli pridobiti nobene transformante.  
 
Zaključili smo, da je ligacija najverjetneje bila uspešna in nam elektroporacija ni uspela 
zaradi ne dovolj visoke kompetence pripravljenih celic, saj je bila transformacija uspešna 
le v primeru uporabe komercialnih elektrokompetentnih celic. Verjetno so komercialne 
celice še dodatno tretirane, kar jim poveča kompetenco. Drugi razlog za neuspešno 
transformacijo je zagotovo velikost plazmida RK2. Navadno se za genske manipulacije 
uporabljajo derivati plazmida RK2, katerim so odstranili nepomembne dele in ohranili 
zapise, potrebne za konjugacijo, replikacijo in vzdrževanje ter mu s tem drastično 
zmanjšali velikost (Ditta in sod., 1980). Naša teorija, ki pojasnuje vpliv velikosti na 
uspešnost elektroporacije, je sledeča. Nativni plazmid RK2 nastopa v treh konformacijah, 
kar je bilo vidno na agaroznem gelu. Po restrikciji je prešel v eno linearno obliko in z 
ligacijo smo uspeli vstaviti želen insert, vendar se ni zvil nazaj v prvotno obliko. 
Transformacija nezvitega plazmida je bila zato otežena in smo jo dosegli le z uporabo 
komercialnih elektrokompetentnih celic, ki so bile pripravljene po postopkih, ki jih v 
našem laboratoriju nismo mogli izvesti. Tudi Ditta in sod. (1980) so izpostavili problem 
velikosti plazmida RK2 v namen rutinskega dela na področju genske manipulacije.  
 
Plazmida RK2-Gm-ColE7a nismo uspeli pripraviti, zato nimamo podatkov, ali bi bil, na 
konjugaciji temelječ, protimikrobni dejavnik učinkovit pri bakteriji P. aeruginosa. Glede 
na to, da so že dokazali uporabo bakteriocinov kot na konjugaciji temelječ, protibakterijski 
dejavnik proti črevesnim in uropatogenimi sevi E. coli, bi bil verjetno tudi konstrukt RK2-
Gm-ColE7a uporaben. V nadaljevanju priporočamo uporabo derivata plazmida RK2 ali 
uporabo komercialnih elektrokomptentnih celic, ki jih pri magistrski nalogi zaradi 
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 Nepravilno vstavljen gen za rezistenco proti gentamicinu na mestu HindIII v 
plazmidu RK2 je onemogočil konjugacijo. 
 Vnos pravilno vstavljenega selekcijskega označevalca, ne glede na orientacijo, ni 
vplival na frekvenco konjugacije v recipientski sev L-995 bakterije P. aeruginosa. 
 Frekvence konjugacije, kjer je kot recipient nastopal P. aeruginosa, so bile 
primerljive med donorskimi sevi Nissle 1917, HB101 in DH10B. Večjo frekvenco 
konjugacije smo zaznali pri uporabi donorskega komenzalnega seva SE15. 
 Priprava plazmida RK2-Gm-ColE7 se je izkazala za težavno, verjetno zaradi 
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Pseudomonas aeruginosa je ubikvitaren, aeroben, po Gramu negativen, nefermentativen 
bacil. Pri ljudeh velja za oportunističnega patogena, ki povzroča širok razpon okužb. 
Virulentni dejavniki odločajo o resnosti okužbe in razvoju rezistence proti antibiotikom, ki 
predstavlja velik problem pri zdravljenju okužb, zato se iščejo alternativne možnosti 
zdravljenja. V zadnjem času se vzpostavlja možnost zdravljenja s pomočjo na konjugaciji 
temelječih, protimikrobnih dejavnikov.  
 
Filutowicz in sod. (2008) so predstavili tri načine uporabe, na konjugaciji temelječih, 
protimikrobnih dejavnikov. Odločili smo se, da bomo pripravili, na konjugaciji temelječ, 
protimikrobni dejavnik, za katerega bomo kot osnovo uporabili konjugativni plazmid 
širokega spektra plazmid RK2, ki se lahko prenese iz bakterije E. coli v P. aeruginosa. 
Temu plazmidu smo želeli dodati gen za odpornost proti gentamicinu, da bomo imeli 
ustrezni selekcijski označevalec, in gen z zapisom za sintezo toksina – bakteriocina 
kolicina E7. Bakteriocini so peptidi, ki delujejo proti-bakterijsko proti sevom, ki so ozko 
sorodni sevom proizvajalcev in so se v prejšnjih študijah že izkazali za ustrezen 
alternativni protimikrobni dejavnik proti uropatogenim sevom E. coli. Celice, ki 
proizvajajo bakteriocin E7, so imune za lasten toksin, saj poleg bakteriocina proizvajajo 
tudi imunski protein, ki se veže na toksin in preprečuje njegovo delovanje v celicah 
proizvajalkah. V magistrski nalogi smo med drugimi uporabili sev E. coli Nissle 1917 kot 
donor, na konjugaciji temelječega, protimikrobnega dejavnika za bakterijo P. aeruginosa. 
Ker človeku ni nevaren, bi ga lahko uporabili za zdravljenje okužb bakterije P. aeruginosa. 
 
V prvem koraku smo uspešno vstavili gen za rezistenco proti gentamicinu v plazmid RK2. 
Za ključen korak se je izkazala uporaba višjih koncentracij DNA v postopku 
elektroporacije ter uporaba komericialno dostopnih elektrokompetentnih celic DH10B™ 
ElectroMAX™. Ugotovili smo, da nepravilna vstavitev gena za rezistenco proti 
gentamicinu lahko prepreči sposobnost konjugacije plazmida RK2. Če se je gen za 
rezistenco proti gentamicinu vstavil pravilno, le-ta ni vplival na frekvenco konjugacije, saj 
sta se plazmida RK2 in RK2-Gm v recipienta prenesla s primerljivo frekvenco. Frekvence 
konjugacije so bile primerljive med donorskimi sevi Nissle 1917, HB101 in DH10B. Večjo 
frekvenco konjugacije smo zaznali pri uporabi donorskega komenzalnega seva SE15. 
 
V drugem delu magistrske naloge smo želeli v pripravljen plazmid RK2-Gm vstaviti zapis 
za sintezo toksina – bakteriocina kolicina E7. Vnos gena za sintezo kolicina E7 v mesto 
VspI se je izkazal za neuspešnega, kljub uporabi komercialno dostopnih 
elektrokompetentnih celic DH10B™ ElectroMAX™. Drugi pristop konstrukcije  
plazmida RK2-Gm-ColE7a je zajemal uporabo kompleta »NEBuilder HiFi DNA 
Assembly Master Mix«, ki se je prav tako izkazal za neuspešnega. Pri tretjem koraku smo 
komplet »NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix« uporabili za sestavljanje obeh 
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insertov, in v nadaljevanju sestavljen insert iz gena za rezistenco proti gentamicinu in gena 
kolicina E7, uporabili za matrično DNA v PCR reakciji. Sestavljen insert smo ligirali s 
plazmidom RK2 in ga poskusili z elektroporacijo vstaviti v elektrokomptetentne DH10B. 
Tudi tretji korak se je izkazal za neuspešnega.  
 
Zaključili smo, da elektroporacija ni uspela, zaradi ne dovolj visoke kompetence 
pripravljenih celic, saj je bila transformacija uspešna le v primeru uporabe komercialnih 
elektrokompetentnih celic. Drugi razlog za neuspešno transformacijo je zagotovo velikost 
plazmida RK2, saj predstavlja velik problem uporabe plazmida RK2 v namen rutinskega 
dela v laboratoriju. V prihodnosti bi priporočili konstrukcijo krajšega derivata RK2, ki bi 




































Kužnik B. Konstrukcija plazmida RK2-Gm-ColE7a...v bakterijo Pseudomonas aerugiosa. 




7 VIRI  
Adekunle O. O. 2012. Mechanisms of antimicrobial resistance in bacteria, general 
approach. International Journal of Pharma Medicine and Biological Sciences, 1, 2: 
166-187 
 
Al-Wrafty F., Brzozowska E., Gorska S., Gamian A. 2016. Pathogenic factors of 
Pseudomonas aeruginosa-the role of biofilm in pathogenicity and as a target for 
phage therapy. Postepy Higieny Medycyny Doswiadczalnej, 70: 78-91 
 
Balasubramanian D., Schneper L., Kumari H., Mathee K. 2013. A dynamic and intricate 
regulatory network determines Pseudomonas aeruginosa virulence. Nucleic Acid 
Research, 41, 1: 1-20 
 
Beimfohr C. 2016. A review of research conducted with probiotic E.coli marketed as 
symbioflor. International Journal of Bacteriology, 2016: 3535621, doi: 
10.1155/2016/3535621: 10 str. 
 
Birnboim H. C., Doly J. 1979. A rapid alkaline extraction procedure for screening 
recombinant plasmid DNA. Nucleic Acids Research, 7, 6: 1513-1523 
 
Blount Z. D. 2015. The unexhausted potential of E.coli. eLife, 4: e05826, doi: 
10.7554/eLife.05826: 12 str. 
 
Braun V., Patzer S. I. 2013. Intercellular communication by related bacterial protein 
toxins: colicins, contact-dependent inhibitors, and proteins exported by the type VI 
secretion system. FEMS Microbiology Letters, 345, 1: 13-21 
 
Braun V., Patzer S. I., Hantke K. 2002. Ton-dependent colicins and microcins: modular 
design and evolution. Biochimie, 84, 5-6: 365-380 
 
Cascales E., Buchanan S. K., Duche D., Kleanthous C., Lloubes R., Postle K., Riley M., 
Slatin S., Cavard D. 2007. Colicin biology. Microbiology and Molecular Biology 
Reviews, 7, 1: 158-229 
 
Chak K. F., Kuo W. S., Lu F. M., James R. 1991. Cloning and characterization of the 





Kužnik B. Konstrukcija plazmida RK2-Gm-ColE7a...v bakterijo Pseudomonas aerugiosa. 




Choi H. J., Ahn J. H., Park S. H., Do K. H., Kim J., Moon Y. 2012. Enhanced wound 
healing by recombinant Escherichia coli Nissle 1917 via human epidermal growth 
factor receptor in human intestinal epithelial cells: therapeutic implication using 
recombinant probiotics. Infection and Immunity, 80, 3: 1079-1087 
 
Ditta G., Stanfield S., Corbin D., Helinski D. R. 1980. Broad host range DNA cloning 
system for Gram-negative bacteria: construction of a gene bank of Rhizobium 
meliloti. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, 77, 12: 7347-7351 
 
Engel J., Balachandran P. 2009. Role of Pseudomonas aeruginosa type III effectors in 
disease. Current Opinion in Microbiology, 12, 1: 61-66 
 
Erjavec M. S., Petkovšek Ž., Kuznetsova M. V., Maslennikova I. L., Žgur-Bertok D. 2015. 
Strain ŽP - the first bacterial conjugation-based "kill" - "anti-kill" antimicrobial 
system. Plasmid, 82: 28-34 
 
Fang F. C., Helinski D. R. 1991. Broad-host-range properties of plasmid RK2: Importance 
of overlapping genes encoding the plasmid replication initiation protein TrfA. 
Journal of Bacteriology, 173, 18: 5861-5868 
 
FAO/WHO. 2006. Probiotics in food. Health and nutritional properties and guidelines for 
evaluation. Report of a join FAO/WHO expert consultation on evaluation of health 
and nutritional properties of probiotics in food including powder milk with live 
lactic acid bacteria. Rim, Food and Agriculture Organization of the United Nations, 
World Health Organization: 50 str. 
 
Filutowicz M., Burgess R., Gamelli R. L., Heinemann J. A., Kurenbach B., Rakowski S. 
A., Shankar R. 2008. Bacterial conjugation-based antimicrobial agents. Plasmid, 
60, 1: 38-44 
 
Gellatly S. L., Hancock R. E. W. 2013. Pseudomonas aeruginosa: new insights into 
pathogenesis and host defenses. Pathogens and Disease, 67: 159-173 
 
Gilligan P. H. 2014. Infections in patients with cystic fibrosis: diagnostic microbiology 
update. Clinics in Laboratory Medicine, 34, 2: 197-217 
 
Gillor O., Kirkup B. C., Riley M. A. 2004. Colicins and microcins: The next generation 




Kužnik B. Konstrukcija plazmida RK2-Gm-ColE7a...v bakterijo Pseudomonas aerugiosa. 




Golle A., Robnik S. L., Novak D., Gorišek J. R. 2006. Odpornost bakterije Pseudomonas 
aeruginosa in bakterij iz rodu Acinetobacter, osamljenih iz kužnin bolnikov, 
zdravljenih v Splošni bolnišnici Maribor v obdobju 2001-2005. Medicinski 
Razgledi, 45, 2: 39-48 
 
Gorše M. 2015. Molekularnobiološka analiza bakterij izoliranih iz pomivalnih strojev. 
Magistrsko delo. Ljubljana, Biotehniška fakulteta: 63 str. 
 
Hancock V., Dahl M., Klemm P. 2010. Probiotic Escherichia coli strain Nissle 1917 
outcompetes intestinal pathogens during biofilm formation. Journal of Medical 
Microbiology, 59, 4: 392-399 
 
Iglewski B. H. 1996. Pseudomonas. V: Medical microbiology. 4
th
 ed. Baron S. (ed.) 
Galveston (TX), University of Texas Medical Branch at Galveston: 7 str. 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8326/ (april 2017) 
 
Inoue K., Miyazaki R., Ohtsubo Y., Nagata Y., Tsuda M. 2013. Inhibitory effect of 
Pseudomonas putida nitrogen-related phosphotransferase system on conjugative 
transfer of IncP-9 plasmid from Escherichia coli. FEMS Microbiology Letters, 345, 
2: 102-109 
 
Karpinski,T. M., Szkaradkiewicz A. K. 2013. Characteristic of bacteriocins and their 
application. Polish Journal of Microbiology, 62, 3: 223-235 
 
Kerr K., Snelling A. 2009. Pseudomonas aeruginosa: a formidable and ever-present 
adversary. Journal of Hospital Infection, 73, 4: 338-344 
 
Kipnis E., Sawa T., Wiener-Kronish J. 2006. Targeting mechanisms of Pseudomonas 
aeruginosa pathogenesis. Medecine et Maladies Infectieuses, 36, 2: 78-91 
 
Kolatka K., Kubik S., Rajewska M., Konieczny I. 2010. Replication and partitioning of 
broad-host-range plasmid RK2. Plasmid, 64, 3 : 119-134 
 
Lawley T., Wilkins B. M., Frost L. S. 2004. Bacterial conjugation in Gram-negative 
bacteria. Plasmid Biology, 9: 203-226 
 
Levinson W. 2006. Review of medical microbiology and immunology. 9
th
 ed. New York, 
Lange Medical Books, McGraw-Hill: 149-150 
 
Lyczak J., Cannon, C., Pier G. 2000. Establishment of Pseudomonas aeruginosa infection: 
lessons from a versatile opportunist. Microbes and Infections, 2, 9: 1051-1060 
62 
Kužnik B. Konstrukcija plazmida RK2-Gm-ColE7a...v bakterijo Pseudomonas aerugiosa. 




Machado I., Graca J., Lopes H., Lopes S., Pereira M. O. 2013. Antimicrobial pressure of 
ciprofloxacin and gentamicin on biofilm development by endoscope-isolated 
Pseudomonas aeruginosa. ISRN Biotechnology, 2013: e178646, doi: 
10.5402/2013/178646: 10 str. 
 
Mainil J. 2013. Escherichia coli virulence factors. Veterinary Immunology and 
Immunopathology, 152: 2-12 
 
Mesqita C. S., Soares-Castro P., Santos P. M. 2013. Pseudomonas aeruginosa: phenotypic 
flexibility and antimicrobial resistance. V: Microbial pathogens and strategies for 
combating them: science, technology and education. Mendez-Vilas A. (ed.). 
Badajoy, Formatex Research Center: 650-665 
 
NEB. 2017. NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix/NEBuilder HiFi DNA 
Assembly Cloning Kit. Ipswich, NEB-New England Biolabs, Inc.: 25 str. 
 
Petkovšek Ž. 2012. Poskus priprave in uporabe genetsko modificiranega kolicinogenega 
probiotičnega seva bakterije Escherichia coli za zaščito pred njenimi patogenimi 
sevi. Doktorska disertacija. Ljubljana, Biotehniška fakulteta: 218 str. 
 
Phornphisutthimas S., Thamchaipenet A., Panijpan B. 2007. Conjugation in Escherichia 
coli. Biochemistry and Molecular Biology Education, 35, 6: 440-445 
 
Poole K. 2011. Pseudomonas aeruginosa: resistence to the max. Frontiers in 
Microbiology, 2: 65, doi: 10.3389/fmicb.2011.00065: 13 str. 
 
Rasamiravaka T., Labtani Q., Duez P., El Jaziri M. 2015. The formation of biofilm by 
Pseudomonas aeruginosa: A review of the natural and synthetic compounds 
interfering with control mechanisms. BioMed Research International, 2015: 
e759348, doi: /10.1155/2015/759348: 17 str. 
 
Rumpret M. 2014. Konjugativni prenos plazmida pOX38 z genom za kolicin E7. 
Magistrsko delo. Ljubljana, Biotehniška fakulteta: 73 str. 
 
Saad N., Delattre C., Urdaci M., Schmitter J. M., Bressollier P. 2013. An overview of the 
last advances in probiotic and prebiotic field. LWT - Food Science and 
Technology, 50: 1-16 
 
Shi Z., Chak K. F., Yuan H. S. 2005. Identification of an essential cleavage site in ColE7 
required for import and killing of cells. Journal of Biological Chemistry, 280, 26: 
24663-24668 
63 
Kužnik B. Konstrukcija plazmida RK2-Gm-ColE7a...v bakterijo Pseudomonas aerugiosa. 




Smillie C., Garcillan-Barcia M. P., Francia M. V., Rocha E. P., de la Cruz F. 2010. 
Mobility of plasmids. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 74, 3: 434-
452 
Sonnenborn U., Schulze J. 2009. The non-pathogenic Escherichia coli strain Nissle 1917 - 
features of a versatile probiotic. Microbial Ecology in Health an Disease, 21, 3-4: 
122-158 
 
Steimle A., Autenrieth I. B., Frick J.S. 2016. Structure and function: Lipid A modification 
in commensals and pathogens. International Journal of Medical Microbiology, 306, 
5: 209-301 
 
Šmarda J., Šmajs D. 1998. Colicins-exocellular lethal proteins of Escherichia coli. Folia 
Microbiologica, 43, 6: 563-582 
 
Tam V. H., Kabbara S., Vo G., Schilling A. N., Coyle E. A. 2006. Comparative 
pharmacodynamics of gentamicin against Staphylococcus aureus and Pseudomonas 
aeruginosa. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 50, 8: 2626-2631 
 
Tenaillon O., Skurnik D., Picard B., Denamur E. 2010. The population genetics of 
commensal Escerichia coli. Nature Reviews Microbiology, 8, 3: 207-217 
 
Tenover F. C. 2001. Development and spread of bacterial resistance to antimicrobial 
agents: an overview. Clinical Infectious Diseases, 33, 3: 108-115 
 
Winstanley C., O'Brien S., Brockhurst M. A. 2016. Pseudomonas aeruginosa evolutionary 
adaptation and diversification in cystic fibrosis chronic lung infections. Trends in 
Microbiology, 24, 5: 327-337 
 
Wu N., Matand K., Kebede B., Acquaah G., Williams S. 2010. Enhancing DNA 
electrotransformation efficiency in Escherichia coli DH10B electrocompetent cells. 
Electronic Journal of Biotechnology, 13, 5: doi: 10.2225/vol13-issue5-fulltext-11: 5 
str. 
 
Yoshizawa S., Fourmy D., Puglisi J. D. 1998. Structual origins of gentamicin antibiotic 
action. The EMBO Jurnal, 17, 22: 6437-6448 
 
 
Kužnik B. Konstrukcija plazmida RK2-Gm-ColE7a...v bakterijo Pseudomonas aerugiosa. 




Iskreno se zahvaljujem mentorici izr. prof. dr. Marjanca Starčič Erjavec, da mi je 
omogočila opravljanje magistrske naloge iz področja, ki me zanima. Hvala za dostopnost, 
čas, strokovne nasvete in potrpljenje.  
 
Zahvaljujem se tudi doc. dr. Barbara Kraigher, za hitro in korektno recenzijo in zaupanje, 
kakor tudi predsednici komisije prof. dr. Darja Žgur Bertok, za strokovno sodelovanje in 
posvečen čas. 
 
Posebna zahvala gre dr. Zdravku Podlesku, za nešteto strokovnih nasvetov in rešitev, brez 
katerih magistrska naloga ne bi bila opravljena. Hvala tudi Gregorju Bajcu in Barbari 
Kastelic Bokal, za vso pomoč in prijaznost ter dobro voljo, ki sta jo delila z mano. 
 
Hvala tudi vsem mojim kolegom na Katedri za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, za pomoč pri uvajanju in za vse zabavne pogovore. 
 
Hvala fantu in vsem prijateljem za spodbudne besede, zaradi katerih je bila marsikatera 
stvar lažja. 
 
Seveda pa gre največja zahvala mojim staršem, za vso nesebično podporo in ljubezen. Brez 
vaju ne bi bila tu, kjer sem sedaj.  
 
Hvala. 
 
 
